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1 JOHDANTO 
 
Eri maitohappobakteerikantoja löytyy luonnosta ravintorikkailta kasvualustoilta, kuten 
maidosta, lihasta, kasviksista ja viljoista (Axelsson 2004). Maitohappobakteerit (MHB) 
tuottavat maitohappoa lisääntyessään, jolloin kasvuympäristö happanee. Esimerkiksi 
meijeriteollisuudessa MHB-kantoja on osattu käyttää jo pitkään hyväksi elintarvikkeiden 
hapattamisissa eli fermentaatioissa. Viljafermentoinnit ovat perinteistä 
elintarviketeknologiaa. Viljatuotteiden happanemista on osattu käyttää hyväksi ruokien 
valmistuksessa, kuten raskituksessa, jo ennen kuin ilmiön tausta varsinaisesti ymmärrettiin 
(Salovaara 2004).  
 
Monet MHB-kannat syntetisoivat ympärilleen limaa, joka koostuu pääasiallisesti 
eksosakkarideista eli eksopolysakkarideista ja oligosakkarideista. Eksopolysakkaridit 
voidaan jakaa heteropolysakkarideihin ja homopolysakkarideihin riippuen siitä, 
koostuvatko eksopolysakkaridiketjut yhdestä vai useammasta eri monosakkaridista. 
Eksohomopolysakkaridit (HOPS) ovat glykaaneja eli glukaaneja tai fruktaaneja. Glukaanit 
koostuvat glukoosialayksiköistä, fruktaanit fruktoosialayksiköistä. Glukaanit ja fruktaanit 
voidaan luokitella tarkemmin sen mukaan, minkä tyyppisiä sidoksia monosakkaridien 
väleillä on eniten. Glykaanit voivat vaihdella kooltaan ja haaroittuneisuudeltaan, mikä 
vaikuttaa niiden teknologisiin ominaisuuksiin. Glykaanit toimivat elintarvikkeissa 
hydrokolloidien tavoin, ne voivat muun muassa lisätä viskoositeettia ja veden 
pidättäytymistä matriisiin (Waldherr ja Vogel 2009).  
 
Viimeisten vuosikymmenten aikana mahdollisuutta eksopolysakkaridien hyötykäyttöön on 
tutkittu etenkin maitoteollisuudessa ja parin viime vuosikymmenen aikana myös viljan 
hapattamisissa. Monet viljafermentoinnit ovat hapantaikinafermentointeja. Hapantaikinoita 
voidaan käyttää leivonnassa hyväksi leipätaikinan kaasunpidätykyvyn, maun ja rakenteen 
parantamisessa. Eksosakkarideja tuottavien MHB-kantojen vaikutusta 
hapantaikinafermentoinneissa ei ole tutkittu yhtä kattavasti kuin maitofermentoinneissa, 
mutta viime aikoina tutkimustietoa myös hapantaikinafermentointien osalta on julkaistu 
enenevässä määrin (Tieking ja Gänzle 2005; Gänzle ym. 2009; Katina ym. 2009). 
HOPS:ien positiiviset vaikutukset taikinoissa liittyvät veden pidättymisen parantumiseen, 
taikinan muokattavuuteen, stabiilisuuteen pakastamisen aikana, taikinan 
kaasunpidätyskyvyn parantumiseen ja leivän kuivumisen hidastumiseen. HOPS:ien 
tuottaminen hapantaikinan hapattamisen aikana voi tuoda taloudellista etua verrattuna 
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siihen, että fermentointeihin lisättäisiin ostetut eksopolysakkaridien lailla vaikuttavat 
hydrokolloidit. Hapattamisen aikana syntyviä yhdisteitä ei myöskään luokitella 
lisäaineiksi. 
 
Eksosakkaridit syntyvät bakteerisolujen ulkopuolella, glykaanisukraasientsyymien 
syntetisoimina. Glykaanisukraasit polymerisoivat glukaaneja tai fruktaaneja pilkkomalla 
sakkaroosimolekyylin ja polymerisoimalla glukoosi- tai fruktoosimonomeerin kasvavaan 
polymeeriketjuun. Fruktaani- tai glukaaniketjujen sokerimonomeerit ovat siis peräisin 
sakkaroosimolekyyleistä. Samalla kun sakkaroosin toinen monomeeri polymerisoituu, 
toinen monomeeri vapautuu matriisiin. Glukaanin polymerisoituessa vapautuu fruktoosia 
ja päinvastoin. Myös raffinoosin tiedetään soveltuvan joillekin fruktaaneja syntetisoiville 
entsyymeille substraatiksi. On arveltu, että bakteerien ympärillä oleva lima auttaa niitä 
tarttumaan erilaisille pinnoille, parantaa bakteeriseinämän toimintaa, suojaa erilaisilta 
ulkopuolisilta voimilta, ympäristötekijöiltä ja toimii vararavinnon lähteenä (Gänzle ja 
Schwab 2010). 
 
Viljafermentoinneissa on yleistä, että HOPS-synteesin ohella syntyy tuotteeseen myös 
oligosakkarideja. Nämä ovat polysakkarideja huomattavasti pienempiä molekyylejä, usein 
vain muutaman monomeerin pituisia ketjuja. Oligosakkarideja voi syntyä, kun matriisissa 
on vapaana jotain vastaanottajamolekyyliä, viljamatriisissa tavallisesti maltoosia, johon 
glykaanisukraasi voi liittää sakkaroosin glukoosi- tai fruktoosimonomeerin. 
Oligosakkaridisynteesi voi ilmiönä olla joko toivottu tai ei-toivottu. Suuri 
vastaanottajamolekyylipitoisuus voi johtaa siihen, että oligosakkaridisynteesi suureksi 
osaksi korvaa eksohomopolysakkaridisynteesin, jolloin HOPS:ien vaikutus elintarvikkeen 
viskositeettiin ja veden sitoutumiseen vähenee (Waldherr ja Vogel 2009). Toisaalta 
oligosakkaridien on todettu olevan prebioottisia molekyylejä, koska ne voivat stimuloida 
esimerkiksi probioottisten bifidobakteerien kasvua (Mäkeläinen ym. 2009; 
Grimoud ym. 2010).   
 
Tämän maisterintutkielman kirjallisuuskatsauksen tarkoitus oli selvittää uusimpaan 
tutkimustietoon nojautuen eksosakkaridien synteesiä ja rakenteita, selvittää tunnetuimmat 
eksosakkarideja tuottavat MHB-lajit ja kartoittaa eksosakkaridien hyötykäyttöä 
elintarviketeollisuudessa. Kokeellisessa osassa tutkittiin yhdeksän eri MHB-kannan 
soveltuvuutta HOPS-synteesiin ja oligosakkaridisynteesiin kauralesevellimatriisissa. 
Tavoitteena oli myös pohtia työn tulosten pohjalta mahdollisuutta tuottaa prebioottisia 
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oligosakkarideja HOPS-synteesin yhteydessä fermentoituun kauralesevellisovellukseen. 
Erityisesti tarkasteltiin maltoosin vaikutusta polymeroitumisprosessiin. MHB-kantojen 
sakkaroosin kulutusta, HOPS-synteesiä ja oligosakkaridisynteesiä mitattiin ja arvioitiin 
hapatetuista kauralesevelleistä. Tuloksia verrattiin hapatetuista mMRS-kasvatusliemistä 
saatuihin tuloksiin.     
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2 KIRJALLISUUSKATSAUS 
2.1 Viljafermentoinneissa esiintyvät ja eksohomopolysakkarideja tuottavat 
maitohappobakteerit  
 
Maitohappobakteerit (MHB) ovat heterogeeninen ryhmä gram-positiivisia, ei-itiöitä 
muodostavia, happoa kestäviä, katalaasinegatiivisia kokkeja (pallomaiset bakteerit) ja 
sauvabakteereita. Ne tuottavat hiilihydraateista sokerikatabolian kautta pääasiallisesti 
maitohappoa. Ne elävät yleensä ravintorikkaassa ympäristössä kuten maidossa, lihassa ja 
vihanneksissa. Tietyt MHB-lajit kuuluvat myös ihmisten ja eläinten normaaliin 
mikrobistoon muun muassa suussa ja suolistossa.  MHB:eilla on tärkeä rooli 
elintarviketeollisuudessa fermentoitujen (hapatettujen) elintarvikkeiden valmistuksessa. 
MHB:ien hyötykäyttö perustuu niiden aineenvaihduntaan (esim. proteolyysiin ja 
lipolyysiin), minkä tuloksena hapatetulle elintarvikkeelle muodostuu halutunlainen 
rakenne, maku ja parantunut säilyvyys (Axelsson 2004). 
 
MHB:it voidaan luokitella 14 sukuun (kuva 1) (Ruas-Madiedo ym. 2009). Nämä suvut 
ovat Lactococcus, Streptococcus, Aerococcus, Vagococcus, Tetragenococcus, 
Enterococcus, Carnobacterium, Alloiococcus, Pediococcus, Lactobacillus, Weissella, 
Oenococcus, Leuconostoc ja Escherichia. Myös Bifidobacterium- ja Propionibacterium-
suvut yhdistetään MHB:eihin, koska ne usein jakavat elinympäristönsä MHB-lajien 
kanssa. Elintarviketeollisuudelle hyödyllisiä MHB-kantoja on useassa suvussa ja lajissa, 
eniten laktobasilleissa. Laktobasilleja käytetään hapatekantoina yleisesti 
meijeriteollisuudessa ja leipomoteollisuudessa. Laktobasillien lisäksi perinteisistä 
viljafermentoinneista, kuten hapantaikinoista, on eristetty muun muassa Leuconostoc- ja 
Weissella-sukuihin kuuluvia kantoja. 
  
Useat MHB-kannat kykenevät tuottamaan maitohapon ja muiden hiilihydraattimetabolian 
lopputuotteiden ohella sakkaroosista eksosakkarideja eli eksopolysakkarideja ja 
oligosakkarideja. Nämä bakteerikannat syntetisoivat glykaanisukraasientsyymejä 
(glykaanit eli glukaanit ja fruktaanit), jotka ne erittävät bakteerisoluista ulos. 
Glykaanisukraasit pilkkovat sakkaroosimolekyylejä ja polymeroivat glukoosiyksiköt 
glukaaneiksi tai fruktoosiyksiköt fruktaaneiksi tai pienemmiksi oligosakkarideiksi. 
Eksosakkaridit muodostavat bakteerisolujen ympärille limakerroksen. Glukaanien ja 
fruktaanien rakenteita, synteesiä ja hyödyntämistä elintarviketeollisuudessa on tutkittu 
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viime vuosina erityisesti hapantaikinaan liittyvissä sovelluksissa. Esimerkiksi lisättyjen 
kasviperäisten polysakkaridien korvaamista bakteeriperäisillä glykaaneilla on ehdotettu 
taloudellisista ja imagollisista syistä (Waldherr ja Vogel 2010). HOPS:ien (eli vain 
glukoosia tai fruktoosia sisältävien, glykaanisukraasien syntetisoimien 
eksohomopolysakkaridien) on myös todettu vaikuttavan parantavasti viljatuotteiden 
rakenteeseen, leivontaominaisuuksiin ja säilyvyyteen. Eksosakkaridisynteesissä 
rakentuvilla oligosakkarideilla saattaa olla myös ihmisen terveyttä edistäviä prebioottisia 
vaikutuksia (Tieking ja Gänzle 2005; Mäkeläinen ym. 2009; Grimoud ym. 2010). 
 
Kuva 1. Maitohappobakteerien fylogeneettinen puu, joka perustuu 16S rRNA-sekvenssi-analyysiin (Ruas-
Madiedo ym. 2009). Se antaa kuvan eri maitohappobakteerilajien sukulaissuhteista. Bifidobacterium- ja 
Propionibacterium-suvut eivät varsinaisesti kuulu maitohappobakteereihin. 
Tyypillisiä viljafermentointeja ovat siis hapantaikinat. Hapantaikinaa lisätään varsinaiseen 
leipätaikinaan, jotta leipään saataisiin toivottu rakenne ja maku. Hapantaikinoiden 
vaikutusta leivonnassa on käsitellyt muun muassa Salovaara (2004), ja hapantaikinoiden 
sisältämiä MHB:eita ja hiivoja on käsitelty useissa raporteissa (Salovaara 2004; De Vuyst 
ja Neysens 2005; Ehrmann ja Vogel 2005; De Vuyst ja Vancanneyt 2007).  
 
Hapantaikinoiden lisäksi viljojen hapattamisiin liittyvät elintarvikkeet ovat suureksi osaksi 
perinteisiä afrikkalaisia, aasialaisia tai eteläamerikkalaisia perinneruokia (Salovaara 2004). 
Ne ovat usein luonteeltaan erilaisia vellejä ja juomia, jotka on valmistettu 
tärkkelyspitoisista aineista, kuten maissista, durrasta ja hirssistä (muun muassa mawe, 
kenkey, togwa, koko, idli ja puto). Eksosakkaridien vaikutusta tai synteesiä näissä 
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elintarvikkeissa ei ole kuitenkaan tutkittu. Normaalisti näiden elintarvikkeiden 
valmistuksen yhteydessä hapattavat bakteerit tuhotaan lämpökäsittelyllä. Viime aikoina 
markkinoille on tullut myös hapatettuja funktionaalisia viljatuotteita, jotka sisältävät eläviä 
bakteereita. Yosa-kaurajogurtti sisältää Lb. acidophilus -lajiin kuuluvan elävän kannan. 
Tähän lajiin kuuluvien kantojen on todettu tuottavan fruktaaneja, mutta yosassa näitä 
kantoja ei kuitenkaan käytetä. 
 
Taulukoihin 1 ja 2 on koottu luettelo MHB-lajeista, joita on käytetty tutkittaessa 
eksosakkaridien synteesiä ja vaikutusta elintarvike- ja viljamatriiseissa. Taulukoista 
ilmenee myös syntetisoidun glykaanin (glukaanin tai fruktaanin) pääasiallinen sidostyyppi 
(yli 50 % sidoksista). Glykaanien syntyyn elintarvikematriisissa vaikuttavat merkittävästi 
myös muut matriisissa olevat molekyylit, kuten maltoosi. Näiden molekyylien 
vaikutuksesta isojen polymeroitujen glykaanien tilalle tai ohessa saattaa syntyä 
oligosakkarideja, joilla voi olla erilainen vaikutus elintarvikematriisin rakenteeseen ja 
ominaisuuksiin. Kuvassa 2 on kaavio eksosakkaridien luokittelusta ja nimeämisestä. 
 
Nykyisin leipomoteollisuudessa käytetään heterofermentatiivisia MHB-kantoja 
viljafermentointeihin, missä heterofermentatiivisten kantojen tuottamista aineista on 
hyötyä leipien ja leivonnaisten rakenteelle. Sokerimetabolian lopputuotteiden määrä ja 
suhde riippuu pitkälle olosuhteista, kuten lämpötilasta, pH:sta ja vesipitoisuudesta.  
MHB:ien ja laktobasillien luokittelusta ja metaboliasta kertoivat laajasti Axelsson (2004) ja 
Pot ja Tsakalidou (2009).    
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Eksosakkaridit
eksoheteropolysakkaridit eksohomopolysakkaridit oligosakkaridit
glukaanit fruktaanit
alternaani
dekstraani
mutaani
reuteraani
inuliini
levaani
gluko-oligosakkaridit
frukto-oligosakkaridit
hetero-oligosakkaridit
Kuva 2. Eksosakkaridien luokittelu.   
Taulukko 1. Fruktaaneja syntetisoivia ja elintarvike- ja viljafermentointeihin liittyviä 
maitohappobakteerilajeja 
Fruktaani Pääsidos Bakteerilaji Tutkittu 
viljamatriisissa 
Viite 
inuliini β-(2→6) Lb. reuteri 
Ln. citreum 
 van Hijum ym. (2002) 
Oliwares-Llana ym. 
(2002) 
     
levaani β-(2→1) Lb. reuteri 
Lb. sanfranciscensis 
 
vehnä ja ruis 
van Hijum ym. (2001) 
Korakli ym. (2001) 
  Lb. acidophilus  Tieking ja Gänzle 
(2005) 
     
tuntematon (ei 
analysoitu) 
 Lb. frumenti  Tieking ym. (2003) 
  Lb. panis  Tieking ym. (2003) 
  Lb. plantarum 
Lb. pontis 
vehnä Di Cagno (2006) 
Tieking ym. (2003) 
  W. cibaria durra ja vehnä Di Cagno (2006) 
  W. confusa  Tieking (2003) 
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Taulukko 2. Glukaaneja syntetisoivia ja elintarvike- ja viljafermentointeihin liittyviä maitohappobakteerilajeja. GOS = gluko-oligosakkaridi, FOS = frukto-oligosakkaridi.   
Glukaani Pääsidos Bakteerilaji Tutkittu 
viljamatriisissa 
GOS/FOS-vastaanottajamolekyyli Viite 
alternaani α-(1→6) /  
α-(1→3) 
Ln. mesenteroides  sellobioosi, maltoosi Remeaud-Simẽon ym. (2000); 
Arguello Morales ym.  (2001) 
      
dekstraani α-(1→6) Lb. curvatus useita 
vehnäkasvualustoja 
 Minervini ym. (2010) 
  Lb. fermentum   Kralj ym. (2004) 
  Lb. reuteri vehnä arabinoosi, ksyloosi, laktoosi, raffinoosi, melibioosi, 
maltoosi, isomaltoosi 
Kralj ym. (2004); Kaditzky ja Vogel 
(2008) 
  Ln. citreum   Maina ym. (2008) 
  Ln. mesenteroides  maltoosi Remeaud-Simẽon ym. (2000) 
  W. confusa vehnä maltoosi Maina ym. (2008); Katina ym. (2009);  
  W. cibaria durra ja vehnä maltoosi Galle ym. (2010) 
      
mutaani α-(1→3) Lb. reuteri   Kralj ym. (2004) 
      
reuteraani α-(1→4) Lb. reuteri   Kralj ym. (2002); Gänzle (2009)  
      
muu α-(1→2,6) Ln. mesenteroides   Bozonnet (2002) 
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2.1.1 Glukaaneja ja gluko-oligosakkarideja syntetisoivia maitohappobakteereja 
 
Glukaanit eroavat toisistaan glykosidisten sidosten ja haaroittuneisuuden perusteella. 
Dekstraani, mutaani, alternaani ja reuteraani ovat α-D-glukaaneja. α-glukaanien tuottoa on 
havaittu useissa MHB-suvuissa, kuten Lactobacilluksissa, Leuconostoceissa, Weisselloissa 
ja Streptococcuksissa. Näistä lähinnä Lactobacillukset (laktobasillit), Weissellat ja 
Leuconostocit liittyvät viljafermentointeihin. Hapantaikinoista eristetyt MHB-kannat ovat 
sopeutuneet viljamatriisiin ja säilyvät elinvoimaisina hapantaikinasovelluksissa. MHB:ien 
glukaanin tuotto on ollut selvillä jo kauan, mutta eri MHB-sukujen ja -lajien tuottamien 
glukaanien luokittelu ja oligosakkaridisynteesin tarkastelu on yleistynyt vasta edellisen 
vuosikymmenen aikana.  
 
Ehkä yleisin MHB:ien syntetisoima glukaani on dekstraani. Dekstraania tuottavia kantoja 
löytyy ainakin Lactobacillus-, Leuconostoc-, Weissella- ja Streptococcus-suvuista 
(Monchois 1999; Arguello-Morales ym. 2000; Bozonnet ym. 2002; Hanada 2002). Kraljin 
ym. (2004) tutkimus voidaan mainita esimerkkinä uudemmista tutkimuksista, jossa 
MHB:ien tuottama glukaani on analysoitu ja luokiteltu dekstraaniksi glukaanin sisältämien 
sidostyyppien (katso 2.2.2) perusteella. Kralj ym. (2004) havaitsivat Lb. parabuchneri-, 
Lb. sakei- ja Lb. fermentum -lajeihin kuuluvien kantojen tuottaneen sakkaroosista 
dekstraania, jossa α-(1→6)-sidoksia oli yli 75 %.  
    
Weissella-suvun lajit ovat saaneet lisääntyvää huomiota viime aikoina, koska ne 
näyttäisivät olevan hyviä dekstraanin syntetisoijia viljafermentoinneissa. Katina ym. 
(2009) tutkivat W. confusa DSM 20194:n soveltuvuutta vehnähapantaikinassa ja totesivat, 
että kannan ominaisuus hapattaa matriisi hitaasti ja kyky syntetisoida sekä dekstraania että 
isomalto-oligosakkarideja voivat olla otollisia leivän valmistuksessa. Eksosakkarideilla on 
todettu olevan monia hyödyllisiä ominaisuuksia leivonnassa (katso 2.4) ja hidas hapon 
muodostus saattaa parantaa eksosakkaridien saantoa. Tämän lisäksi Weissella-kantojen 
pienempi asetaatin ja mannitolin eritys verrattuna Lactobacillus- ja Leuconostoc-lajeihin 
otettiin huomioon myös Gallen ym. (2010) tutkimuksessa, jossa fermentoitiin durra- ja 
vehnähapantaikinoita. Galle ym. (2010) totesivat myös W. cibaria MG1- ja W. kinchii F28 
-kantojen syntetisoivan isomalto-oligosakkarideja durrataikinassa ja panoosia ja 
glykosyloitunutta panoosia vehnätaikinassa. 
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Ln. mesenteroides -lajiin kuuluville kannoille on yleistä alternaanin tuottaminen, kuten 
kannalle NRLL B-1355, jota on käytetty useassa tutkimuksessa (Arguello Morales ym. 
2001; Monsan ym. 2010). Sakkaroosin ja maltoosin läsnäollessa alternaanisukraasien 
(bakteerin erittämä, alternaania tuottava entsyymi) todettiin tuottavan myös 
oligoalternaaneja. Arguello Morales ym. (2001) tutkivat alternaanisukraasin toimintaa ja 
havaitsivat, että alternaanisukraasi liittää glukoosimonomeerejä tehokkaasti sellobioosiin, 
joka on kahden glukoosimonomeerin muodostama disakkaridi β-(1→4)-sidoksella.  
Sellobioosi-oligosakkaridit vaihtelivat polymeroitumisasteeltaan.  
 
Saman lajin eri kannat voivat nimellisesti tuottaa samaa HOPS:ia, mutta kantojen erittämän 
HOPS:ien välillä voi olla merkittävääkin eroa. Ln. mesenteroides -kantojen syntetisoiman 
dekstraanin eroista raportoivat Remaud-Siméon ym. (2000). Esimerkiksi kanta NRRL 
B-512F tuottaa veteen liukenevaa lineaarista dekstraania, jossa on noin 95 % α-(1→6)-
sidoksia ja 5 % haarautuvia α-(1→3)-sidoksia. Toisaalta Ln. mesenteroides NRLL B-742 
-kannan syntetisoimassa dekstraanissa pääketjun jokaisessa glukoosiyksikössä on myös 
haarautuva α-(1→3)-sidos. On myös mahdollista, että sama kanta syntetisoi kahta eri 
glukaania, kuten Ln. mesenteroides NRLL B-1355. Kanta Ln. mesenteroides NRLL 
B-1299 syntetisoi harvinaista dekstraania, joka sisältää α-(1→6)-sidosten lisäksi α-(1→2)-
sidoksia (Bozonnet ym. 2002). 
 
Veteen liukenematonta mutaania (pääsidos α-[1→3]) tuottavia MHB-kantoja on tavattu 
Streptococcus-suvussa ja Lb. reuteri -lajissa. Lisäksi Lb. reuteri -lajin tiedetään tuottavan 
lajille tyypillistä reuteraania (pääsidos α-[1→4]) ja dekstraania. Lb. reuteri on 
heterofermentatiivinen maitohappobakteerilaji, jota esiintyy usein viljafermentoinneissa. 
Lb. reuteri -kantojen soveltuvuutta hapatteiksi (Gerez ym. 2007) ja niiden HOPS-
muodostusta hapantaikinoissa (Kaditzky ja Vogel, 2008) on tutkittu. Kaditzky ja Vogel 
(2008) fermentoivat useita eri ruis- ja vehnäkasvualustoja Lb. reuteri TMW 1.106 
-kannalla. HOPS:ien saanto oli nopein ja tehokkain ruislesetaikinassa, joka saattoi johtua 
kyseisen taikinan muita suuremmasta puskurikapasiteetista ja näin ollen hitaammasta pH:n 
alenemisesta. Vehnätaikinassa huomattiin dekstraanin synteesin ohessa myös malto-
oligosakkaridien muodostusta. Esikokeissa Kaditzky ja Vogel (2008) olivat huomanneet 
Lb. reuteri TMW 1.106 -kannan tuottavan oligosakkarideja myös arabinoosin, ksyloosin, 
laktoosin, raffinoosin, maltoosin, isomaltoosin ja melibioosin kanssa, mutta ei galaktoosin, 
ramnoosin tai mannoosin kanssa. 
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Jotkin MHB-kannat voivat syntetisoida myös β-glukaaneja. Näitä kantoja on tavattu 
laktobasilleista, Oenococcus- ja Pediococcus-suvuista (Werning ym. 2006; Dols-Lafargue 
ym. 2008; Deutsch ym. 2008). Duenas-Chasco ym. (1997, 1998) analysoivat 
Lb. diolivorans G-77- ja Pediococcus parvulus 2.6 -kantojen erittämän β-glukaanin ja 
raportoivat sen sisältävän β-(1→3)-sidoksia.  
 
2.1.2 Fruktaaneja ja frukto-oligosakkarideja syntetisoivia maitohappobakteereja 
 
MHB-peräiset fruktaanit ovat lähinnä joko levaaneja tai inuliineja. Inuliinia syntetisoivia 
kantoja löytyy vain maitohappobakteereista, kun taas levaania syntetisoivia kantoja löytyy 
sekä gram-positiivisista että -negatiivisista suvuista. Tosin gram-positiivisten ja 
-negatiivisten sukujen syntetisoimat fruktaanisukraasit eroavat huomattavasti 
aminohapposekvensseiltään. Levaani koostuu β-(2→6)-sidoksilla kiinnittyneistä 
fruktoositähteistä, joissa voi esiintyä β-(2→1)-sidoksin haarautuvia ketjuja. Inuliinin 
fruktoosiyksiköt kiinnittyvät β-(2→6)-sidoksin ja ketjut haaroittuvat β-(2→6)-sidoksilla. 
 
Kaikki tunnetut fruktaanisukraasit syntetisoivat fruktaanien lisäksi myös frukto-
oligosakkarideja (van Hijum ym. 2006). Esimerkiksi Lb. sanfranciscensis -lajin 
levaanisukraasi kykenee käyttämään raffinoosia, maltotrioosia, maltoosia tai ksyloosia 
fruktoosiyksikön vastaanottajana (Tieking ym. 2005). Kuten glukaaneja tuottavia kantoja, 
myös fruktaaneja tuottavia kantoja löytyy monista erilaisista viljafermentaatioista. 
Esimerkiksi Lb. reuteri -lajia voi löytyä hapantaikinoista, kun taas Ln. citreum CW28 
-kanta eristettiin hapatetusta maissipohjaisesta juomasta. Lb. reuteri 121 -levaanisukraasin 
on karakterisoinut van Hijum ym. (2001) ja inuliinia syntetisoivan inuliinisukraasin van 
Hijum ym. (2002). Ln. citreum -inuliinisukraasia tarkasteli Olivares-Llana ym. (2002). 
 
Tieking ym. (2003) eristivät ja karakterisoivat HOPS:eja tuottavia kantoja hapantaikinasta. 
Eristetyistä kannoista löytyi usea fruktaanin tuottaja (taulukko 2). Korakli ym. (2001) 
raportoi Lb. sanfranciscensis LTH 2590 -kannan syntetisoivan 5 g levaania/kg 
vehnätaikinaa, kun vehnätaikinaan lisättiin 60 g sakkaroosia/kg vehnätaikinaa. Levaanin 
lisäksi taikinaan muodostui normaalia enemmän mannitolia, glukoosia ja asetaattia 
sokerimetabolian johdosta, mikä saattaa vähentää levaanin hyödyllisiä teknologisia 
ominaisuuksia taikinassa.  Di Cagno ym. (2006) havaitsivat, että myös Lb. plantarum -
lajiin ja W. cibaria -lajiin kuuluva kanta kykenivät syntetisoimaan fruktaania vehnä- ja 
ruishapantaikinassa. 
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2.2 Eksopolysakkaridien luokittelua ja rakenteita 
 
Eksopolysakkaridit voidaan luokitella kemiallisen rakenteensa ja biosynteesin perusteella 
HOPS:eihin ja eksoheteropolysakkarideihin. HOPS:it rakentuvat joko glukoosi- tai 
fruktoosiyksiköistä. Heteropolysakkaridit sisältävät vähintään kahta eri monosakkaridia. 
Monosakkaridien lisäksi heteropolysakkaridi voi sisältää muitakin orgaanisia ja 
epäorgaanisia molekyylejä. Heteropolysakkarideista on löytynyt muun muassa glukoosin, 
galaktoosin ja ramnoosin ohella N-asetyyli-glukosamiinia ja N-asetyyli-galaktosamiinia. 
Monomeereista muodostuu vuorotteleva säännönmukainen rakenne 
heteropolysakkarideihin. Tässä tutkielmassa käsitellään kuitenkin lähinnä HOPS:eja ja 
oligosakkarideja. Heteropolysakkarideista on tehnyt kattavan esityksen muun muassa 
Ruas-Madiedo ym. (2009). Aikaisemmin muun muassa Tieking ja Gänzle (2005) ovat 
laatineet yhteenvedon viljaperäisten MHB-kantojen HOPS-rakenteista.  
 
Glukoosista rakentuneita homopolysakkarideja kutsutaan siis glukaaneiksi ja fruktoosista 
rakentuneita fruktaaneiksi. Glukaaneja ja fruktaaneja voidaan yhteisesti nimittää 
glykaaneiksi. Glykaanit eroavat toisistaan ketjujen sisältämien kemiallisten sidosten, 
molekyylipainon ja haarautuneisuuden perusteella. Sekä glukaanit että fruktaanit ovat 
molekyylimassaltaan isoja, tämän hetkisen tutkimustiedon perusteella vähintään 
1 × 10
6
 Da (taulukot 3 ja 4). 
 
2.2.1 Fenotyyppi   
 
Glykaanien rakenne ja syntytapa voivat vaikuttaa myös niiden fenotyyppiin. Ruas-
Madiedon ym. (2009) mukaan eksopolysakkarideja syntetisoivat bakteerikannat voidaan 
jakaa kahteen eri fenotyyppiin: venyvän ja venymättömän limarakenteen muodostaviin 
bakteerikantoihin. Venyvälle rakenteelle on ominaista pitkät lankamaiset 
eksopolysakkaridifilamentit, mikä voidaan havainnollistaa, kun eksopolysakkaridilimaan 
upotetaan siirrostusneula tai esimerkiksi lusikka ja nostetaan se limasta ulos. Filamentti jää 
ylösnostettuun esineen ja alla olevan matriisin väliin. Kuvassa 3 (A) on esitetty 
elektronimikroskooppikuva limasta, jossa on venyvä rakenne.  
 
Lisäksi eksopolysakkarideja voi luokitella sen perusteella, miten tiukasti ne ovat 
sitoutuneet bakteerisoluseinään kiinni. Eksopolysakkaridit voivat olla kovalenttisesti 
sitoutuneena bakteeriseinämiin muodostaen kapselin solujen ympärille (kuva 3). 
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Eksopolysakkaridi voi olla myös löyhästi sitoutunut bakteeriseinään kiinni, tai 
kolmannessa vaihtoehdossa eksopolysakkaridit muodostavat irrallisen limakerroksen 
bakteerien ympärille. Tosin sillä, muodostaako eksopolysakkaridi enemmän venyviä 
filamentteja vai kiinteämmän limakerroksen, ei ole yhteyttä siihen, miten tiukasti 
eksopolysakkaridit ovat sitoutuneet bakteerisoluseinään (Waldherr ja Vogel 2009).  
Kirjallisuudessa ei ole kattavaa esitystä eri eksopolysakkarideja erittävistä 
bakteerikannoista ja niiden lima- tai filamenttirakenteesta. Saman bakteerilajin eri kannat 
voivat syntetisoida erilaisia eksopolysakkaridimikrorakenteita.   
Kuva 3. Elektronimikroskoopilla otettu kuva bakteerisoluista irrallisesta limarakenteesta (A) ja 
kapselirakenteesta (B). Oikean puoleiselle kapseloituneelle rakenteelle on tyypillistä hohtava ja sileä rakenne 
bakteeripesäkkeiden ympärillä (Ruas-Madiedo ym. 2009).  
Bounaix:n ym. (2009) tutkimuksessa tarkasteltiin Ln. citreum-, Ln. mesenteroides-, 
W. cibaria-, W. confusa-, Lb. sanfranciscensis- ja Lb. brevis -kantojen 
eksopolysakkaridilimojen fenotyyppejä MRS-kasvatusmaljalla (kuva 4). Tutkimuksessa 
luokiteltiin pesäkkeiden ympärille muodostuneet limakerrokset ulkonäön perusteella 
tiiviiksi, kermaisiksi ja nestemäisiksi. Ln. citreum- ja Ln. mesenteroides -kannoista löytyi 
tiiviitä, kermaisia ja nestemäisiä eksopolysakkaridibakteeripesäkkeitä. Sekä Weissella- että 
Lb. sanfranciscensis -pesäkkeet olivat kermaisia.  
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Kuva 4. MRS-alustalla (4 % sokeria w/v) kasvaneita bakteeripesäkkeitä ja ympärille muodostuneen 
eksopolysakkaridiliman fenotyypin silmämääräistä tarkastelua. A = W. cibaria D38, kermainen, B = W. 
confusa C39-2, kermainen, C =  Ln. citreum B3, ei eksopolysakkaridiliman tuottoa, D = Ln. citreum B2, 
tiivis, E = Ln. citreum B7, nestemäinen, F = Ln. mesenteroides NRRL B-512F, kermainen, G = Ln. 
mesenteroides G28, nestemäinen, H = Ln. mesenteroides K30, kermainen, I = Ln. mesenteroides G15, 
nestemäinen (Bounaix ym. 2009).  
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Taulukko 3. Eri glukaanityyppejä syntetisoivia maitohappobakteerikantoja ja glukaanien rakenteita. Pääsidostyypit tummennettu. Sidostyyppien alla olevat lukemat ovat 
prosentuaalisia osuuksia polymeerin sidoksista. MHB = maitohappobakteeri. 
Glukaani ja esimerkki 
MHB-kanta 
Sidostyyppien osuudet (%) Glukaanin koko 
(Da) 
Viite 
Reuteraani α-(1→4) α-(1→6) α-(1→4,6)    
Lb. reuteri 121 46 26 17  80 × 10
6
 Kralj ym. (2002) 
Lb. reuteri ATCC 55730 69 11 14  45 × 10
6
 Kralj ym. (2005) 
       
Dekstraani α-(1→3) α-(1→6) α-(1→3,6) α-(1→2,6)   
Lb. reuteri 180 26 51 13   van Leeuwen ym. (2008) 
Lb. fermentum Kg3 7 89 9   Kralj ym. (2005) 
Ln. citreum (4 kantaa) 1–2 70–85  14–27 >106 Bounaix ym. (2009) 
Ln. citreum E16 23 77   >10
6
 Bounaix ym. (2009) 
Ln. mesenteroides NRLL 
B-1299 
15 85    Monchois ym. (1996) 
Ln. mesenteroides (4 
kantaa) 
4–6 94–96   >106 Bounaix ym. (2009) 
Ln. mesenteroides K30 2 87  11 >10
6
 Bounaix ym. (2009) 
W. cibaria (6 kantaa) 3 97   >10
6
 Bounaix ym. (2009) 
W. confusa (2 kantaa) 2–3 97–98   >106 Bounaix ym. (2009) 
       
Mutaani α-(1→3) α-(1→6) α-(1→3,6)    
Lb. reuteri 47 26 13   Kralj ym. (2004) 
       
Alternaani α-(1→3) α-(1→6)     
Ln. mesenteroides NRLL 
B-1355 
50 50    Cote ja Robyt (1982) 
Ln. citreum (3 kantaa) 39–40 60–61   >106 Bounaix ym. (2009) 
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Taulukko 4. Eri fruktaanityyppejä syntetisoivia maitohappobakteerikantoja, fruktaanien rakenteita ja fruktaanisynteesin ohessa syntyviä frukto-oligosakkaridien tyyppejä. 
Pääsidostyypit tummennettu. MHB = maitohappobakteeri, FOS = frukto-oligosakkaridi, K= 1-kestoosi (isokestoosi), N = nystoosi (1,1-kestotetraoosi), P = 1,1,1-kestopentaoosi.  
 
Fruktaani ja 
esimerkki MHB 
kanta 
Sidostyyppien osuudet (%) FOS Fruktaanin koko (Da) Viite 
Levaani β-(2→6) β-(2→1) β-(2→1→6)    
Lb. reuteri 121 98  2  2 × 10
4
 Van Hijum ym. (2004, 
2001) 
Lb. sanfranciscensis    K, N >10
6
 Bounaix ym. (2009), 
Tieking ym. (2005), 
Korakli ym. (2002, 
2001), 
Ln. mesenteroides 
B-512 FMC 
   K, N, P  Kang ym. (2005) 
Inuliini β-(2→6) β-(2→1) β-(2→1→6)    
Lb. reuteri  93 7 K, N >10
7
 Van Hijum ym. (2002) 
Ln. citreum CW28  pääasiallisesti    Olivares-Illana ym. 
(2003, 2002) 
Ei karakterisoitu       
Lb. acidophilus 
(4 kantaa) 
   K  Tieking ja Gänzle 
(2005) 
Lb. frumenti (5 kantaa)     >10
6
 Tieking ym. (2003) 
Lb. panis 1.649     >10
6
 Tieking ym. (2003) 
Lb. pontis (2 kantaa)     >10
6
 Tieking ym. (2003) 
W. confusa 1.934     >10
6
 Tieking ym. (2003) 
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2.2.2 Glukaanit 
 
Glukaanisukraasit syntetisoivat glukaaneja sakkaroosista ja mahdollisesti raffinoosista 
(Tieking ja Gänzle 2005). Glukaanit voidaan siis jakaa niiden sisältämien pääsidosten 
perusteella reuteraaniin (≥ 50 % α-[1→4]-sidoksia), dekstraaniin (≥ 50 % α-[1→6]-
sidoksia), mutaaniin (≥ 50 % α-[1→3]-sidoksia) ja alternaaniin (vuorotellen α-[1→6]- ja α-
[1→3]-sidoksia). Glukaanit voivat sisältää haarautuvia ketjuja, jonka vuoksi glukaaneista 
löydetään yleensä muitakin kuin pääsidostyyppiä. Haaroittuneisuusaste ja 
sidostyyppityyppi vaihtelevat MHB-kannoittain. Taulukkoon 3 on koottu 
viljafermentointeihin liittyvien MHB-kantojen lähinnä metylaatiotestein ja NMR-
menetelmin analysoituja HOPS-rakenteita. Kaikki analysoidut glukaanit ovat yleensä 
olleet vähintään 10
6
 Da:n kokoisia.  
 
Dekstraani näyttäisi olevan yleisin HOPS viljafermentoinneista eristetyillä MHB:eilla. Se 
voi esiintyä lähes lineaarisena (kuva 5 A) tai siitä voi löytyä haarautumia. Haarautumat 
ovat liittyneet pääketjun α-(1→3)- tai α-(1→2)-sidoksin. Myös pääketju voi sisältää α-
(1→3)-sidoksia α-(1→6)-sidosten lisäksi (kuva 5). Mutaani (kuva 5 B) sisältää eniten α-
(1→3)-sidoksia, mutta myös α-(1→6)-sidoksia on huomattava määrä (Kralj ym. 2004). 
MHB-lajeista vain Lb. reuterin on todettu syntetisoivan tämän rakenteen omaavaa 
eksopolysakkaridia Streptococcusten lisäksi. Alternaanissa vuorottelevat α-(1→6)- ja α-
(1→3)-sidokset (kuva 5 C). Leuconostoc mesenteroides -lajin lisäksi myös Leuconostoc 
citreumin on todettu syntetisoivan alternaanin kaltaista eksopolysakkaridia, jossa α-(1→6)-
sidoksia on noin 60 % ja α-(1→3)-sidoksia 40 %. 
 
Reuteraanin rakennetta hallitsevat α-(1→4)-sidokset. Lb. reuteri on ainoa tunnettu MHB-
laji, joka syntetisoi reuteraania. Lb. reuteri 35-5 -kannan syntetisoimasta reuteraanista on 
hiljattain rakennettu yhdistelmäkaavio, joka kuvaa reuteraanin rakenteen 
kokonaisvaltaisemmin kuin aikaisemmin (kuva 6) (van Leeuwen ym. 2008a). van Leeuwen 
ym. (2008b) laativat samankaltaisen mallin myös Lb. reuteri 180 -kannan syntetisoimasta 
α-(1→3)-sidoksia ja haaroja sisältäneestä dekstraanista, joka on esitetty kuvassa 7.  
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Kuva 5 A, B ja C. Kuvassa 5 A dekstraani (α-[1→6]-sidos glukoosiyksiköiden välillä), kuvassa 5 B mutaani 
(α-[1→3]-sidos) ja kuvassa 5 C alternaani (vuorotellen α-[1→6] ja α-[1→3]-sidoksia) (Monsan ym. 2001). 
Lactobacilluksista, Oenococcuksista ja Pediococcuksista on löydetty kantoja, jotka 
syntetisoivat β-glukaaneja (Ruas-Madiedo ym., 2009). Kyseessä on joko viineistä, 
siideristä tai oluesta löydetyt kannat, joita pidetään HOPS-tuoton takia lähinnä 
pilaajabakteereina. On kuitenkin esitetty, että näitäkin MHB-kantoja voitaisiin käyttää 
hyväksi esimerkiksi viljafermentoiduissa funktionaalissa ruoissa ja juomissa (Werning ym. 
2006). Lb. diolivorans G-77- ja Pediococcus parvalus 2.6 -kantojen tuottamat 
eksopolysakkaridit sisältävät β-(1→3)-sidoksia (Duenas-Chasco ym. 1997, 1998).  
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Kuva 6. Lb. reuteri 35-5 -kannan tuottaman reuteraanin rakenne. (A) (1→6)-α-D-Glu-(1→4)-sidoksia 
28 %, (B) (1→4)-α-D-Glu-(1→6) 38 %, (C) (1→4,6)-α-D-Glu-(1→4) 14 %, (D) α-D-Glu-(1→4) 10 
%, (E) α-D-Glu-(1→6) 4 % ja (F) (1→4)-α-D-Glu-(1→4)-sidoksia 6 % (van Leeuwen ym. 2008a). 
Glcp = glukoosi, bond = sidos. 
 
 
Kuva 7. Lb. reuteri 180 -kannan tuottaman dekstraanin rakenne. (A) (1→3)-α-D-Glu-(1→6)-sidoksia 
19 %, (B) (1→6)-α-D-Glu-(1→3) 31 %, (C) (1→6)-α-D-Glu-(1→6) 26 %, (D) α-D-Glu-(1→6) 12 %, 
ja (E) (1→3,6)-α-D-Glu-(1→6) sidoksia 12 % (van Leeuwen ym. 2008b). Glcp = glukoosi, bond = 
sidos. 
 
2.2.3 Fruktaanit 
 
Fruktaaneista tunnetaan siis kahdenlaista päärakennetta, levaani (β-Fru [2→6]-sidoksia, 
myös haarautuvia β-[2→1]-sidoksia) ja inuliini (β-Fru [2→1]-sidoksia, myös haarautuvia 
β-[2→6]-sidoksia) (kuva 8). Viljafermentoinneista eristetyistä MHB-kannoista levaanin 
tuottoa on todettu Lb. reuteri-, Lb. sanfranciscensis- ja Ln. mesenteroides -lajien kannoilla. 
Inuliinin tuottoa on havaittu Lb. reuteri- ja Ln. citreum -lajeissa. Myös muiden Weissella- 
ja Lactobacillus-lajien on todettu tuottavan fruktaania, joiden rakennetta ei ole lähemmin 
tutkittu (taulukko 4).  
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Kuva 8. Levaanin (A) ja inuliinin (B) kemiallinen rakenne (Monsan ym. 2001).  
 
2.2.4 Gluko-, frukto- ja hetero-oligosakkaridit 
 
HOPS-synteesin ohessa voi syntyä monia eri oligosakkarideja. Polymeroitumisprosessin 
sijaan glukaani- tai fruktaanisukraasi pilkkoo irti ja liittää sakkaroosista peräisin olevan 
sokerimonomeerin (glukoosin tai fruktoosin) vastaanottajamolekyyliin. 
Vastaanottajamolekyylinä voi toimia moni eri molekyyli ja näin myös 
oligosakkaridirakenteitakin tunnetaan kymmeniä. 
 
Kuvassa 9 on esitetty panoosimolekyyli, joka voi syntyä glukaanisukraasin syntetisoimana. 
Maltoosimolekyyli ja siihen liittynyt glukoosimonomeeri muodostavat panoosimolekyylin. 
Suuressa osassa gluko-oligosakkariditutkimuksista vastaanottajamolekyylinä on käytetty 
jotain mono-, di- tai trisakkaridia (Fu ja Robut 1991; Dols ym. 1997; Arguello-Morales 
ym. 2001; Dols-Lafargue ym. 2001; Kralj ym. 2004a; Kralj ym. 2005) tai 
sokerijohdannaista (Demuth ym. 2002; Cote ym. 2003; Richard ym. 2003). Toisaalta myös 
aromaattisten yhdisteiden ja salisyylialkoholin on todettu voivan toimia 
vastaanottajamolekyylinä (Meulenbeld ja Hartmans 2000; Yoon ym. 2004). Toisin kuin 
fruktaanisukraasit, glukaanisukraasit eivät voi käyttää sakkaroosia 
vastaanottajamolekyylinä. Tämän hetkisen tutkimuksen valossa gluko-oligosakkaridiin 
liitettyjen sokerimonomeerien väliset sidokset ovat samoja kuin ne olisivat saman 
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glukaanisukraasin syntetisoimassa HOPS-ketjussa sokerimonomeerien välillä (van Hijum 
ym. 2006).  
 
 
Kuva 9. Panoosi on malto-oligosakkaridi, jota voi syntyä glukaanisukraasin syntetisoimana. 
Glukaanisukraasi liittää glukoosimonomeerin maltoosimolekyyliin α-(1→6)-sidoksella, eli lopputuloksena 
on trisakkaridi, jonka rakenne on α-D-Glu-(1→6)-α-D-Glu-(1→4)-D-Glu. 
Kaikki tunnetut fruktaanisukraasit syntetisoivat myös frukto-oligosakkarideja. Tunnettuja 
vastaanottajamolekyylejä ovat sakkaroosi, raffinoosi, lyhytketjuiset asyylialkoholit, mono- 
ja tetrasakkaridit (Tanaka ym. 1981; Chambert ja Petit-Glatron 1991; Kim ym. 2001) ja 
sorbitoli (Perez-Oseguera ym. 1996). Sakkaroosin toimiessa vastaanottajamolekyylinä 
levaanisukraasin siirtämälle fruktoosimonomeerille on tuloksena 1-kestoosia (isokestoosi). 
1-kestoosi voi edelleen toimia vastaanottajamolekyylinä fruktoosimonomeerille ja 
tuloksena on nystoosia (1,1-kestotetraoosi) (kuva 10). 
 
Tieking ym. (2005) raportoivat Lb. sanfranciscensis -lajiin kuuluvan kannan 
levaanisukraasin kyvystä syntetisoida hetero-oligosakkarideja, kun fruktoosimonomeerin 
vastaanottajamolekyylinä oli raffinoosi, maltotrioosi, maltoosi tai ksyloosi. Kang ym. 
(2005) kuvasivat levaanisukraasin syntetisoiman hetero-oligosakkaridin, jossa maltoosi oli 
toiminut vastaanottajamolekyylinä fruktoosimonomeerille. Tuloksena oli erloosia eli 
α-D-glukopyranosyyli-(1→4)-α-D-glukopyranosyyli-(1→2)-β-D-fruktofuranosidia 
(kuva 11).  
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Kuva 10. Levaanisukraasi pilkkoo ja siirtää fruktoosimonomeerin sakkaroosimolekyylistä toiselle 
sakkaroosimolekyylille, jolloin syntyy 1-kestoosia ja glukoosia (glukoosia ei kuvassa). 1-kestoosi voi 
edelleen toimia vastaanottajamolekyylinä toiselle fruktoosimonomeerille, joilloin syntyy nystoosia (Tieking 
ja Gänzle 2005).  
 
 
Kuva 11. Erloosi (α-D-glukopyranosyyli-[1→4]-α-D-glukopyranosyyli-[1→2]-β-D-fruktofuranosidi) on 
hetero-oligosakkaridi, jota voi syntyä levaanisukraasin syntetisoimana, kun maltoosimolekyyli vastaanottaa 
fruktoosimonomeerin (Kang ym. 2005). 
 
2.2.5 Sukraasit 
 
Yleensä HOPS-synteesin substraattina on siis sakkaroosi. Glykaanisukraasit syntetisoivat 
eksohomopolysakkarideja hydrolysoimalla sakkaroosimolekyylin ja siirtämällä 
sakkaroosin glukoosi- tai fruktoosiyksikön kasvavaan glukoosi- tai fruktoosiketjuun. 
Glukaanisukraasit siirtävät sakkaroosin glukoosiosan glukoosiyksiköistä muodostuviin 
glukaaneihin ja fruktaanisukraasit siirtävät sakkaroosin fruktoosiosan fruktoosiyksiköistä 
muodostuviin fruktaaneihin. Energian tälle siirrolle entsyymi saa sakkaroosin glykosidisen 
sidoksen hydrolysoimisesta, jolloin entsyymin polymeroidessa sakkaroosin toisen osan, 
vapautuu toinen osa matriisiin. Glukaanin tai fruktaanin synteesissä syntyy siis aina myös 
glukoosia tai fruktoosia (kuvat 12 ja 13). Glukaanin tai fruktaanin jäädessä bakteerisolun 
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ulkopuolelle voi bakteeri siirtää jäljelle jääneen glukoosin tai fruktoosin solun sisälle ja 
edelleen käyttää hyväksi metaboliaansa. 
 
Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular 
Biology (NC-IUBMB) tekemän luokituksen mukaan glukaanisukraasit ja 
fruktaanisukraasit kuuluvat glykosidisiin hydrolaaseihin (GH). GH:t voivat siis 
hydrolysoida sakkaroosia. Glukaanisukraasit kuuluvat perheeseen GH70 ja 
fruktaanisukraasit perheeseen GH68. Fruktaanisukraaseja on tavattu sekä gram-positiivilla 
että -negatiivisilla bakteereilla, kun taas glukaanisukraaseja on tavattu vain MHB:eihin 
kuuluvilla kannoilla (Ruas-Madiedo ym. 2009). Glukaanisukraasit on edelleen luokiteltu 
dekstraanisukraaseihin (EC.2.4.1.5) ja alternaanisukraaseihin (EC.2.4.1.140). 
Dekstraanisukraaseihin kuuluvat myös mutaania ja reuteraania tuottavat entsyymit. 
Fruktaanisukraasit jaetaan inulosukraaseihin (EC.2.4.1.9) ja levaanisukraaseihin 
(EC.2.4.1.10). 
 
Glykaanisukraasien molekyylipaino on noin 140–160 kDA (Ruas-Madiedo ym. 2009). 
Niistä voidaan erottaa neljä aluetta, joista ensimmäisen alueen muodostaa signaalipeptidi, 
joka mahdollistaa entsyymin erittymisen ulos solusta. Seuraavaa aluetta kutsutaan N-
terminaaliksi ja se yhdistää signaalipeptidin ja katalyyttisen alueen. Sen tarkkaa funktiota 
ei tunneta ja sen koko sekä aminohapposekvenssien koostumus vaihtelevat 
glykaanisukraasien väleillä. Kolmas alue on katalyyttinen alue, johon sakkaroosimolekyyli 
kiinnittyy ja hydrolysoituu. Neljäs alue on C-terminaali alue, joka sitoo vastaanottavan 
molekyylin tai kasvavan polymeeriketjun (fruktaanin tai glukaanin) entsyymiin. 
Fruktaanisukraaseissa C-terminaali myös kiinnittää entsyymin bakteeriseinään kiinni. 
Vaikka alueiden tehtävät ovat samantyyppiset fruktaanisukraasien ja glukaanisukraasien 
välillä, entsyymien aminohapposekvenssit voivat olla hyvin erilaiset.  
 
2.3 Eksosakkaridisynteesi 
 
Glykaanisukraasi voi polymeroida sakkaroosia glukaaniksi tai fruktaaniksi, hydrolysoida 
sakkaroosin tai luovuttaa sakkaroosin glukoosi- tai fruktoosiosan toiselle 
sokerimolekyylille, kuten sakkaroosimolekyylille tai maltoosille. Mikäli siirrettävän 
glukoosi- tai fruktoosiyksikön vastaanottaja on jokin toinen sokerimolekyyli, syntyy 
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molekyylipainoltaan pieniä oligosakkarideja, gluko-oligosakkarideja tai frukto-
oligosakkarideja ja joissakin tapauksissa hetero-oligosakkarideja (kuvat 12 ja 13). 
 
 
Kuva 12. Sakkaroosin, glukoosin ja fruktoosin mahdolliset reitit ja metabolia maitohappobakteerisolun 
läheisyydessä. Sakkaroosi voi hydrolysoitua glukaanisukraasin (GS) toimesta fruktoosiksi ja glukaaniksi, 
fruktoosiksi ja gluko-oligosakkaridiksi (GOS) tai fruktoosiksi ja glukoosiksi. Soluseinään kiinnittynyt 
fruktaanisukraasi (FS) voi hydrolysoida sakkaroosin glukoosiksi ja fruktaaniksi, glukoosiksi ja frukto-
oligosakkaridiksi (FOS) tai glukoosiksi ja fruktoosiksi. Sakkaroosi, glukoosi tai fruktoosi voidaan myös 
suoraan kuljettaa solun sisään, jolloin eri metabolisten reittien (kuten glykolyysin) lopputuotteina voidaan 
saada laktaattia, asetaattia, etanolia ja mannitolia (Kaditzky 2008; Waldherr ja Vogel 2009). 
 
   
Kuva 13. Glukaanisukraasi (GS) tai fruktaanisukraasi (FS) pilkkoo sakkaroosimolekyylin, jonka jälkeen 
reaktio voi edetä polymerisaatioon, hydrolyysiin tai vastaanottaja reaktioon (Waldherr ja Vogel 2009). 
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Gluko- (GOS) ja frukto-oligosakkaridien (FOS) syntyyn sakkaroosista vaikuttaa se, 
minkälaisia vastaanottajamolekyylejä on vapaana. Maltoosi ja isomaltoosi ovat niin 
sanottuja vahvoja vastaanottajia, joiden läsnäolo lisää oligosakkaridien synteesiä HOPS-
määrän kustannuksella (Kaditzky 2008). Vastaanottajamolekyylin rakenne ratkaisee myös 
sen, syntyykö vain samankaltaisia oligosakkarideja vai sarja eripituisia GOS- tai FOS-
molekyylejä (Korakli ja Vogel 2006). Sokereiden lisäksi myös salisyylialkoholit ja 
aromaattiset aineet voivat toimia vastaanottajina (van Hijum ym. 2006). Sakkaroosi voi 
toimia vastaanottavana molekyylinä vain fruktaanisukraaseille, mikä johtaa 1-kestoosiin ja 
nystoosiin (kuva 10) (Tieking ja Gänzle 2005).  
 
Glukoosi- ja fruktoosiyksikköjen polymeroitumismekanismia glukaani- ja 
fruktaaniketjuiksi glykaanisukraasien toimesta ei tunneta vielä yksityiskohtaisesti. 
Tiedetään kuitenkin, että avainaskel D-glukosyyli-yksikön siirtämisessä on kovalenttisen 
glukosyyli-entsyymisidoksen muodostuminen. Tämä sidos muodostuu entsyymin 
katalyyttisellä alueella kahden aspartaatti- ja yhden glutamaattiyksikön välityksellä. 
Yleisesti glykaanien synteesin voidaan katsoa jakautuvan kolmeen vaiheeseen: 
aloitukseen, jossa entsyymi kiinnittyy substraattiin, pidentymiseen, jonka aikana 
glykaanisukraasi siirtää glykosyyliyksikön vastaanottavalle molekyylille, ja lopetukseen, 
jossa syntynyt glykaani irtoaa entsyymistä (Ruas-Madiedo 2009). 
 
2.4 Eksohomopolysakkaridit elintarvikkeissa 
 
Meijeriteollisuudessa voidaan tunnetusti käyttää MHB-kantoja, jotka hapattamisen lisäksi 
syntetisoivat HOPS:eja. Esimerkiksi juuston ja jogurtin hapattamisprosesseissa 
eksopolysakkarideilla voi olla tärkeä rooli rakenteen muodostajina ja vedensitojina, mutta 
myös hapantaikinaan perustuvissa elintarvikkeissa HOPS:it voivat olla tärkeässä osassa. 
Muun muassa Tieking ja Gänzlen (2005) mukaan HOPS:eja syntetisoivien 
bakteerikantojen esiintyminen hapantaikinoiden bakteerifloorassa on yleistä. Useiden 
tutkimusten mukaan HOPS:it voivat vaikuttaa hapantaikinan vedensidontaominaisuuksiin, 
taikinan reologisiin ominaisuuksiin ja muokkautuvuuteen, taikinan stabiliteettiin 
pakastettaessa, leivän rakenteeseen ja vanhenemiseen. Näistä tutkimuksista yhteenvedon 
ovat laatineet Waldherr ja Vogel (2009).  
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MHB:eista peräisin olevat glukaanit ja fruktaanit toimivat elintarvikkeissa hydrokolloidien 
tavoin. Hydrokolloideja on käytetty elintarvikkeissa rasvan ja gluteenin korvaajina sekä 
kuidun lähteenä. Leivän valmistuksessa hydrokolloidit vaikuttavat kahdella tavalla. Ne 
lisäävät sitoutuneen veden määrää ja ovat vuorovaikutuksessa muiden taikinan 
komponenttien, kuten gluteenin, muiden proteiinien ja tärkkelyksen kanssa. Tästä johtuen 
hydrokolloidit vaikuttavat voimakkaasti esimerkiksi hapantaikinan rakenteen 
muodostumiseen fermentoinnin ja leivonnan aikana. Homopolysakkaridiketjujen jäykkyys 
ja kyky muodostaa sidoksia muiden komponenttien kanssa vaikuttavat niiden 
ominaisuuksiin hydrokolloideina.  Käytännössä tämä ilmenee taikinan vesipitoisuudessa, 
konsistenssissa, kypsymisajassa, stabiliteetissa, lujuudessa ja elastisuudessa (Waldherr ja 
Vogel 2009). 
 
Leivän vanhenemiseen ja laadun heikentymiseen on yritetty vaikuttaa lisäämällä 
hapantaikinaa tai kasviperäisiä hydrokolloideja leipätaikinaan. Vanhentunut leipä kuivuu ja 
kovenee ajan kuluessa. Leivän vanhenemiseen liittyvät ilmiöt perustuvat muun muassa 
tärkkelyksen uuskiteytymiseen eli retrogradaatioon. Van Geel-Schuttenin (2006) hakeman 
patentin mukaan myös MHB:eista peräisin olevilla HOPS:eilla, kuten dekstraanilla ja 
reuteraanilla, on mahdollista lisätä leivän sisuksen sitoutuneen veden määrää ja vähentää 
kovenemista. Kaditzky (2008) raportoi Lb. sanfranciscensis -levaanin vähentäneen 
vehnätaikinan kovenemista ja tärkkelyksen uudelleenkiteytymistä. Vehnätaikinoihin 
liittyen myös useat patentit kuvaavat fruktaanin tai frukto-oligosakkaridien myönteistä 
vaikutusta taikinan reologisiin ominaisuuksiin ja leivän laatuun (Yasushi ja Akifumi 1993; 
Takehiro ym. 1994). Dekstraanin on todettu parantaneen ruispohjaisen leivän säilyvyyttä ja 
laajentuvuutta (Lacaze ym. 2007).  
 
Meijerituotteiden ja viljahapattamissovellusten lisäksi HOPS:eilla voi olla tulevaisuudessa 
jokin rooli salamin, hapankaalin ja viinietikan valmistuksessa (Waldherr ja Vogel 2009). 
Kasviperäisiä hydrokolloideja on myös korvattu leivonnaisten lisäaineina esimerkiksi 
dekstraanilla paremman veden sitoutumisen, suuremman viskositeetin ja sokerin 
kiteytymisen ehkäisemisen vuoksi. Myös jäätelössä ja vanukkaissa HOPS:eja voidaan 
käyttää stabilointiaineina, mikä voi parantaa tuotteiden suutuntumaa, säilyvyyttä ja 
aistinvaraisia ominaisuuksia (Khan ym. 2007). 
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2.5 Eksosakkaridien tuotto elintarvikematriisissa 
 
Hydrokolloidien tai oligosakkaridien lisääminen elintarvikkeeseen on edullista silloin, kun 
halutaan tarkasti optimoida käytetyn hydrokolloidin tai oligosakkaridin määrä ja tarkasti 
säätää lisäämisen ajankohta. Tässä tapauksessa tuotteen laatua on helpompi kontrolloida, 
mutta tällöin tuotteen pakkaukseen täytyy merkitä käytetty hydrokolloidi tai oligosakkaridi 
lisäaineeksi. Lisäainemerkinnällä voi puolestaan olla negatiivinen vaikutus kuluttajien 
kokemaan tuotteen hyväksyttävyyteen. Samalla tuotantokustannukset voivat lisääntyä 
(Waldherr ja Vogel 2009). MHB-peräisiä eksosakkarideja voidaan tuottaa osana 
elintarvikkeen valmistusprosessia niin, että ne ovat osa tuotetta, jolloin niitä ei luokitella 
lisäaineiksi. 
  
Eksosakkaridien tuotto elintarvikkeessa on riippuvaista tuotanto-olosuhteista. Lb. reuteri 
-kannan glukaanin ja fruktaanin saantoa sekä Lb. sanfranciscensis -kannan fruktaanin 
saantoa tutkivat Kaditzky ja Vogel (2008). Tutkimuksessa ilmeni, että vesipitoisimmissa 
taikinoissa HOPS:ien tuotto oli runsainta, mikä saattoi johtua substraattien ja entsyymien 
paremmasta diffuusiosta taikinassa. HOPS:eja tuottui eniten hapatekantojen optimi-pH:ssa. 
Sekä Lb. reuteri -kannan että Lb. sanfranciscensis -kannan HOPS-saanto todettiin olevan 
parhaimmillaan taikinan pH:n ollessa 4,7 (Kaditzky ja Vogel 2008; Kaditzky ym. 2008; 
Kaditzky 2008). Sen sijaan puhdistetun glukaanisukraasin optimi-pH:ksi reaktioliuoksessa 
on mitattu 4,0 ja levaanisukraasille 5,7.  
 
Lisätyn sakkaroosin määrän vaikutusta eksosakkaridisynteesiin tutkivat Kaditzky ja Vogel 
(2008). Sakkaroosin huomattiin parantavan HOPS:ien saantoa kasvatusliemessä 
350 mmol:iin/l pitoisuuteen asti mutta vähentävän HOPS-saantoa yli 470 mmol:n/l 
pitoisuuksissa. Suurempi kuin 470 mmol:n/l pitoisuus kasvatusliemissä ilmeisesti hidastaa 
sukraasien toimintaa. Korkeiden sakkaroosipitoisuuksien tunnetaan myös suosivan 
1-kestoosin synteesiä (Korakli ym. 2003). Kaditzkyn ja Vogelin (2008) tutkimuksessa yli 
300 mmol:n/l pitoisuuksilla Lb. sanfranciscensis -kannan 1-kestoosituotto ylitti levaanin 
tuoton. 
 
Eksosakkaridien tuottaminen elintarvikematriisissa voivat tuottaa myös muita aineita, 
kuten mannitolia ja asetaattia, jotka vaikuttavat elintarvikkeiden laatuun (Korakli ym. 
2003). Lb. reuteri -lajiin kuuluvan kannan on todettu tuottavan reuteriinisykliiniä, joka 
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ehkäisee rihmaisen rakenteen muodostavien basillien kasvua (Thiele ym. 2002; Gänzle ja 
Vogel 2002; Tieking ym. 2003). Eri bakteereilla on niille ominainen vaikutus makuun ja 
rakenteeseen, joka on otettava huomioon suunniteltaessa eksosakkaridien tuottoa 
elintarvikematriisissa.   
 
Fermentoinneissa on mahdollista keskittyä myös oligosakkaridien tuottoon. 
Oligosakkarideja lisätään ruokiin prebioottisina yhdisteinä, vähäkalorisina makeuttajina ja 
suoja-aineina säilöntää varten. Oligosakkaridisynteesi riippuu lähinnä elintarvikematriisin 
koostumuksesta, bakteerikannasta ja tuotanto-olosuhteista. Fruktaanien synteesin ohessa 
voi syntyä kestoosia ja pitempiä inuliinin kaltaisia oligosakkarideja. Laktosukroosia ja 
laktuloosia syntyy laktoosin ja galaktoosin läsnäollessa. Levaanisukraasit voivat 
muodostaa oligosakkarideja myös esimerkiksi maltoosin, malto-oligosakkaridien, 
arabinoosin ja ksyloosin kanssa (Tieking ym. 2005). Glukaanisukraasit voivat syntetisoida 
oligosakkarideja glukoosista, maltoosista, isomaltoosista ja laktoosista. Leuconostoc-lajien 
dekstraanisukraasit syntetisoivat isomaltoosia, panoosia ja glukosyylilaktoosia glukoosista, 
maltoosista ja laktoosista. 
 
Viljatuotteisiin liittyen oligosakkaridien muodostumista vehnätaikinassa on tarkasteltu 
muutamassa tutkimuksessa. Kaditzky ja Vogel (2008) tutkivat Lb. reuteri TMW 1.106:n 
eksosakkaridisynteesiä ja havaitsivat, että mainitun bakteerikannan entsyymit kykenivät 
syntetisoimaan oligosakkarideja arabinoosin, ksyloosin, laktoosin, raffinoosin, maltoosin 
isomaltoosin tai melibioosin toimiessa vastaanottajamolekyylinä. Galaktoosi, mannoosi ja 
ramnoosi eivät toisaalta pidentyneet oligosakkarideiksi. Katina ym. (2009) osoittivat 
W. confusa DSM 20194:n syntetisoivan dekstraanin lisäksi isomalto-oligosakkarideja 
vehnätaikinassa. 
 
Viljafermentointien kannalta varsinkin maltoosin vaikutusta on hyvä arvioida HOPS:ien 
synteesiä kartoitettaessa.  Maltoosin läsnäollessa Ln. meseteroides NRRL B-1299 -kannan 
dekstraanisukraasin on todettu syntetisoivan dekstraanioligosakkaridia (Renaud-Simeon 
ym. 2000), joka sisältää α-(1→2)-sidoksen ei-pelkistävän pään lähellä. Tämä ominaisuus 
suojaa molekyyliä ruoansulatuskanavassa olevilta pilkkovilta entsyymeiltä. Näitä 
molekyylejä voivat kuitenkin fermentoida tietyt probioottiset bakteerikannat suolistossa, 
millä saattaa olla ihmisen terveyttä edistäviä vaikutuksia (Monsan ja Auriol 2004; 
Mäkeläinen ym. 2009; Grimoud ym. 2010). Maltoosin on todettu vaikuttavan myös 
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Ln. mesenteroides NRRL B-1355 -kannan toimintaan (Renaud-Simeon ym. 2000). 
Sakkaroosin ja maltoosin läsnäollessa kannan erittämä alternaanisukraasi syntetisoi 
oligoalternaaneja, jotka sisältävät α-(1→6)- ja α-(1→3)-sidoksia (Arguello ym. 2004). 
Myös näillä oligosakkarideilla on todettu mahdollisesti olevan prebioottisia vaikutuksia 
(Holt ym. 2008; Cóté ym. 2008). Galakto-oligosakkarideja (β-[1→3]- ja β-[1→6]-
sidoksia) on onnistuttu syntetisoimaan muun muassa venäläisessä fermentoidussa 
ruispohjaisessa juomassa, kvassissa (Dlusskaya ym. 2008) ja gluteenittomassa leivässä 
(Schwab ym. 2008). 
 
Eksosakkarideilla voi siis olla monia erilaisia vaikutuksia elintarvikkeessa. Lähtökohtana 
tuotekehitykselle voi olla esimerkiksi tuotteen vedensidontakyvyn nostaminen, rakenteen 
stabiloiminen (eli vakauttaminen) tai prebioottisen ominaisuuden lisääminen. 
Eksosakkarideja tuottavilla hapatekannoilla voidaan olosuhteista riippuen tuottaa 
eksosakkarideja elintarvikematriisiin hapattamisen yhteydessä. Eksosakkaridien 
muodostusta on tähän asti tutkittu lähes yksinomaan MRS-pohjaisilla kasvualustoilla, 
maitotuotteissa tai sakkaroosia ja muita sokereita sisältävissä taikinoissa. Tämän 
tutkielman kokeellisessa osassa tutkitaan MHB:ien eksosakkaridien muodostusta mMRS-
pohjaisessa kasvatusliemessä ja kauralesevellimatriisissa eri maltoosipitoisuuksilla.  
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3 KOKEELLINEN OSA 
3.1 Materiaalit ja menetelmät 
3.1.1 Kasvatusmaljojen ja liemien valmistus ja maitohappobakteerikannat 
 
Kaikki tutkielmassa käytetyt kasvatusliemet, -vellit ja -alustat sisälsivät peruspohjan, joka 
oli muokattu De Man-Rogosa-Sharpe -kasvatusalustasta (mMRS). Se piti sisällään litrassa 
RO-vettä 10 g peptonia, 5 g lihauutetta, 5 g hiivauutetta, 4 g KH2PO4, 3 g NH4Cl, 2,6 g 
K2HPO4 × 3 H2O, 1 ml tween 80, 0,1 g MgSO4 × 7 H2O, 0,05 g MnSO4, 0,5 g L-kysteiinia 
ja 1 ml vitamiiniliuosta, joka sisälsi 0,2 g/l nikotiinihappoa, D-pantoteenihappoa, 
foolihappoa, tiamiinia, riboflaviinia, D(+)-biotiinia ja kapanokobalamiinia (liite 2). 
Vitamiiniliuokset valmistettiin steriilisuodatuksella käyttämällä 0,2 µm:n huokoskoon 
selluloosa-asetaattisuodatuskalvoa (Whatman Schleicher & Schuell, Maidstone, Iso-
Britannia) ja 50 ml:n steriloitua ruiskua (Terumo, Tokio, Japani). Vitamiiniliuoksia (1 ml) 
varastoitiin työn ajan varmuuslukollisissa (2 ml) sentrifuugiputkissa (Eppendorf, New 
York, USA) –18 °C:ssa. Kasvatusmalja-alustat sisälsivät myös 15 g/l agaria. 
 
Kasvatusmalja-alustoja valmistettiin sokerisisällöltään kolmea erilaista. Ensimmäiset 
malja-alustat sisälsivät sakkaroosia 25 g/l (S-mMRS) ja toiset 10 g/l glukoosia, 10 g/l 
fruktoosia ja 10 g/l maltoosia (GFM-mMRS). Kolmannet maljat sisälsivät sakkaroosia 
25 g/l ja 25 g/l maltoosia (SM-mMRS) (liite 1). 
 
Kasvatusliemet sisälsivät käyttötarkoituksesta riippuen (1) sakkaroosia (S-mMRS-liemi, 
sakkaroosia 25 g/l), (2) sakkaroosia ja maltoosia (SM-MRS-liemi, 34 g/l maltoosia), (3) 
glukoosia, fruktoosia ja maltoosia (GFM-mMRS-liemi, kutakin sokeria 10 g/l) tai (4) 
maltoosia (M-mMRS-liemi, 34 g/l maltoosia) (liite 1). 
 
Edellä mainitut mono- ja disakkaridit liuotettiin 500 ml:aan RO-vettä ennen autoklavointia 
(Steris Finn-Aqua, Suomi), joka suoritettiin 120 °C:ssa 20 minuutin ajan. Muut aineet 
liuotettiin myös 500 ml:aan RO-vettä 1 l:n laboratoriopulloissa erillään sokereista. 
Autoklavoinnin jälkeen liemet yhdistettiin, sekoitettiin hyvin ja annettiin jäähtyä noin 
15 minuutin ajan. Vitamiiniliuokset lisättiin liemien yhdistämisen ja jäähtymisen jälkeen. 
 
38 
 
 
 
Esikokeessa kaikilla yhdeksällä bakteerikannalla fermentoitiin kauralesevelli, johon oli 
lisätty glukoosia, mutta ei muita aineita. Vellimatriisien happamuus jäi selvästi yli pH 
4,5:n ja bakteerimäärät eivät yltäneet 1 × 10
7
 pmy:n/g tasolle. Heikon happanemisen ja 
MHB:ien heikon kasvun takia esikoetta ei jatkettu. Työssä käytetyt MHB-kannat on 
esitetty taulukossa 5. 
Taulukko 5. Tutkitut bakteerikannat ja niiden alkuperä. MHB = maitohappobakteeri, T = 
optimikasvulämpötila. W. = Weissella, Lb. = Lactobacillus, Lc. = Lactococcus 
MHB-kanta Bakteerikokoelma, josta 
kanta peräisin 
Kanta eristetty Alkuperäinen 
viite 
T (°C) 
W. cibaria 10M Albertan yliopisto, Edmonton, 
Alberta, Kanada 
Hapantaikina Schwab ym. 
(2008) 
30 
W. confusa HAMBI 
2672 
HAMBI, Helsingin yliopisto, 
Helsinki, Suomi 
Koiran uloste Beasley (2005) 30 
W. confusa DSM 
20194 
DSMZ-GmbH, 
Braunschweig, Saksa 
Porkkanafermentaatio Garvie (1976) 30 
W. viridescens 
HAMBI 270 (S38A) 
HAMBI, Helsingin yliopisto, 
Helsinki, Suomi 
Liha Evans ja Niven 
(1957) 
30 
Lb. reuteri LTH 
5448 
Hohenheimin yliopisto, 
Stuttgart, Saksa 
Hapantaikina Schwab ja 
Gänzle (2006) 
37 
Lb. reuteri FUA 
3048 
Albertan yliopisto, Edmonton, 
Alberta, Kanada 
Rotan suolinäyte Ei julkaistu 37 
Lb. sanfranciscensis 
LTH 2590 
Hohenheimin yliopisto, 
Stuttgart, Saksa 
Hapantaikina Tieking ym. 
(2004) 
30 
Lb. sanfranciscensis 
DSM 20451 
DSMZ-GmbH, 
Braunschweig, Saksa 
Hapantaikina Tieking ym. 
(2003) 
30 
Lc. Lactis spp. 
cremoris FUA 3144 
Albertan yliopisto, Edmonton, 
Alberta, Kanada 
Kefiiri Ei julkaistu 30 
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3.1.2 Työn eteneminen 
 
Tutkielmassa käytettyjen MHB:ien varastokantoja (Lb. sanfranciscensis LTH 2590 ja 
DSM 20451, Lb. reuteri FUA 3048 ja LTH 5448, Lc. lactis spp. cremoris FUA 3144, 
W. cibaria 10M, W. confusa HAMBI 2672 ja DSM 20194, W. viridescens HAMBI 270) 
säilytettiin työn ajan –80 °C:n lämpötilassa 50-prosenttisessa glyseroliliuoksissa 
sentrifuugiputkissa (2 ml) (Eppendorf, Tanska). Varastokannoista viljeltiin uudet 
puhdasviljelmät GFM-mMRS-alustoille aina ennen kasvatusliemen hapattamista. mMRS-
kasvatusliemiä (20 ml) hapatettiin työn aikana MHB-kantojen sakkaroosin kulutuksen 
seuraamiseksi, glykaanituoton selvittämiseksi ja hapatteiden valmistamiseksi mMRS-
kauralesevellejä varten (kuva 14) 
 
Siirrostettuja mMRS-liemiä inkuboitiin kartiopohjaisissa 50 ml:n polypropyleeni Falcon-
sentrifuugiputkissa (Becton & Dickinson, Franklin Lakes, USA)  ja bakteerien mMRS-
maljakasvatuksia petrimaljoissa bakteerien optimikasvulämpötiloissa 30 °C:ssa (Weissella, 
Lactococcus, Lb. sanfranciscensis) tai 37 °C:ssa (Lb. reuteri). Maljakasvatukset 
inkuboitiin anaerobisäiliöissä modifioidussa ilmakehässä, joka tuotettiin anaerocult A 
(Merck, Darmstadt, Saksa) hapenpoistopatjan avulla. Hapen poiston onnistuminen 
varmistettiin asettamalla väri-indikaattori (Merck, Darmstadt, Saksa) säiliöön yhdessä 
patjan ja maljojen kanssa. 
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Kuva 14. Yksinkertaistettu kaavio työn eri vaiheista. mMRS-alustoista käytetyt lyhenteet: S = sakkaroosi, 
SM = sakkaroosi + maltoosi, GFM = glukoosi + fruktoosi + maltoosi, SM25 = sakkaroosi + maltoosia 25 g/l, 
SM34 = sakkaroosi + maltoosia 34 g/l.  
3.1.3 Sakkaroosin kulutuksen mittaaminen kasvatusliemistä 
 
Sakkaroosin kulutuksen mittaamista varten siirrostettuja kasvatusliemiä (20 ml S-mMRS-
kasvatuslientä 50 ml:n Falcon-sentrifuugiputkessa) inkuboitiin 20 h bakteerien 
optimikasvulämpötilassa, minkä jälkeen liemet sentrifugoitiin (10 min, 3214 g) ja 1 ml 
supernatanttia laimennettiin RO-vedellä 100 ml:n mittapullossa. Sakkaroosin kulutus 
mitattiin entsymaattisesti. Jokaisesta laimennetusta näytteestä suoritettiin kaksi 
rinnakkaista mittausta. Siirrostettujen kasvatusliemien lisäksi inkuboitiin 
S-mMRS 0-näytettä 20 h 30 °C:ssa. 0-näytettä ei siirrostettu hapatekannoilla. Sakkaroosin 
kulutus laskettiin 0-näytteestä määritetystä sakkaroosin pitoisuudesta.  
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3.1.4 Monosakkaridien ja sakkaroosin kulutuksen entsymaattinen määrittäminen 
 
Työssä käytettiin Megazymen (K-SUFRG, Megazyme, Irlanti) menetelmää 
monosakkaridien ja sakkaroosin kulutuksen määrittämiseen, joka perustuu pelkistetyn 
nikotiiniamidi-adeniini dinukleotidifosfaatin (NADPH) kyvylle absorboida säteilyä 
340 nm:n aallonpituudella. Menetelmässä sokeria (sakkaroosia, fruktoosia ja/tai glukoosia) 
sisältävä näyte laimennettiin tarvittaessa RO-veteen niin, että näytteen arvioitu 
sokeripitoisuus (kaikki mono- ja disakkaridit yhteensä) on 0,1–0,8 g/l. Tämän jälkeen 
näytettä sisältävään kyvettiin lisättiin RO-vettä, NADP
+
- ja ATP-reagenssia sekä 
imidazoli-puskuria (2 M, pH 7,6). Kyvetti peitettiin parafilm-muovilla, ravistettiin 
muutamia kertoja ja annettiin seisoa 3 minuutin ajan. Seuraavaksi mitattiin 
spektrofotometrillä näytteen ja yhden rinnakkaisen näytteen absorbanssilukema A1. Tämän 
jälkeen näytekyvettiin pipetoitiin heksokinaasi (HK) - glukoosi-6-fosfaatti dehydrogenaasi 
(G6P-DH) -suspensiota. Heksokinaasi fosforyloi näytteessä olevan glukoosin glukoosi-6-
fosfaatiksi (G-6-P), jonka NADP
+
 hapettaa G6P-DH-entsyymin läsnäollessa. Reaktiot on 
esitetty yhtälöissä 1 ja 2.                                                                                                                                     
  -            
    
    - -      (1) 
           
        
                                           (2) 
Reaktiossa muodostuvan NADPH:n pitoisuus on suoraan verrannollinen näytteen 
glukoosipitoisuuden kanssa. Seuraavaksi näytteet peitettiin uudelleen parafilm-muovilla, 
ravistettiin ja odotettiin noin 5–10 minuuttia. Lopuksi mitattiin absorbanssilukema A2, 
josta vähennettiin absorbanssi A1. Sokeria sisältävien näytteiden lisäksi valmistettiin 
sokeria sisältämätön näyte (bl), jossa varsinaisesta näytteestä otetun, sokeria sisältävän 
liuoksen määrä korvattiin RO-vedellä. Tästä bl-näytteestä mitattiin myös 
absorbanssilukemat A1 ja A2 ja näiden lukemien välinen erotus vähennettiin sokeriliuosta 
sisältävien näytteiden absorbanssien erotuksesta (yhtälö 3). Näin toimien voitiin vähentää 
varsinaisesta mittaustuloksesta näytteen mahdollisesti aiheuttama absorbanssin nousu 
(A1 näyte) ja reagenssien mahdollisesti aiheuttama absorbanssin nousu (A2 – A1).  
                                        (3) 
Fruktoosin määrä mitattiin lisäämällä näytekyvetteihin A2 absorbanssin mittaamisen 
jälkeen fosfoglukoosi-isomeraasi-suspensiota (PGI). Heksokinaasi fosforyloi 
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D-glukoosimolekyylien lisäksi myös D-fruktoosimolekyylit. D-fruktoosimolekyylit 
fosforyloituvat fruktoosi-6-fosfaatiksi (F-6-P), jotka PGI muuttaa glukoosi-6-fosfaatiksi 
(yhtälöt 4 ja 5). Reaktio jatkuu tästä kohtaa yhtälön 2 mukaan, jolloin tuloksena on lisää 
NADPH:ia ja korkeampi absorbanssi A3. Fruktoosin aiheuttama absorbanssin nousu 
laskettiin yhtälön 6 mukaan. 
                
  
             (4) 
                                                      
   
                                                           (5) 
                                         (6) 
Sakkaroosipitoisuuden määrittämiseksi edellä kuvatulla tavalla täytyi sakkaroosimolekyyli 
ensin hydrolysoida β-fruktosidaasi-entsyymillä (invertaasi), joka pilkkoo sakkaroosin 
glykosidisen sidoksen. Koska yhdestä sakkaroosimolekyylistä muodostuu yksi fruktoosi- 
ja yksi glukoosimolekyyli, voitiin sakkaroosin pitoisuus laskea entsymaattisesti glukoosin 
kokonaispitoisuudesta; sakkaroosin hydrolysoinnin jälkeen voitiin määrittää 
kokonaisglukoosipitoisuus, josta vähennettiin näytteessä ennen hydrolysointia oleva 
vapaan glukoosin määrä (ei sakkaroosissa oleva glukoosi). Kokonaisglukoosin pitoisuus ja 
vapaan glukoosin pitoisuus jouduttiin siis analysoimaan erikseen. 
 
Yhtälöä 7 soveltamalla absorbanssista saadaan näytteen sisältämän sokerin pitoisuus (g/l). 
     
    
      
   (7) 
 c = pitoisuus (g/l), V1 = liuoksen kokonaistilavuus (ml) (reagenssit + RO-vesi + näyte), 
M = analysoitavan sokerin moolimassa g/mol (fruktoosi ja glukoosi 180,16, 
sakkaroosi 342,3),   = NADPH-ekstinktiokerroin 340 nm:n aallonpituudella 
(6300 mol
 -1
 cm
-1
), d = valon kulkema matka, V2 = näyteliuoksen määrä, A = mitattu 
absorbanssi 
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3.1.5 Eksosakkaridien saostus ja happohydrolysointi kasvatusliemistä  
 
MHB:ien syntetisoimat eksosakkaridit saostettiin etanolilla S-mMRS- ja 
SM-mMRS-liemistä, joista laskettiin myös MHB:ien sakkaroosin kulutus. Aluksi 20 ml 
S-mMRS- ja SM-mMRS-liemiä siirrostettiin ja inkuboitiin 20 h:n ajan Falcon-
sentrifuugiputkissa bakteerien optimikasvulämpötiloissa. Inkuboinnin jälkeen liemet 
sentrifugoitiin (10 min, 3214 g, 20 °C) ja supernatanteista pipetoitiin 3 ml kasvatuslientä 
24 ml:aan etanolia (99,5 % w/v, Etax Aa, Altia, Rajamäki, Suomi). Seoksia sekoitettiin 
koeputkisekoittajassa, minkä jälkeen sentrifuugiputket asetettiin jäähauteeseen, jota 
säilytettiin 4-celsiusasteisessa varastossa. Seoksia varastoitiin 3 vuorokautta.  
 
Happohydrolyysia varten seokset sentrifugoitiin varastoinnin jälkeen (10 min, 12 857 g, 
4 °C) ja supernatantit otettiin talteen. Putkien pohjille jäänyt sakka pestiin RO-vedellä 
lisäämällä putkiin 10 ml RO-vettä, pitämällä putkia koeputkisekoittajassa noin minuutin ja 
erottamalla vesi sakasta sentrifugoimalla. Putkien pohjille jääneet sakat kuivattiin 
lämmittämällä putkien alaosaa 50 °C:seen kaasukuivaimen kuivahauteessa ja puhaltamalla 
typpeä putkien sisään 45 minuutin ajan kaasukuivaimen ylämoduulin kautta. Kaasukuivain 
koostui sc-3-näytteenkonsentroijasta (ylämoduuli) ja Dri-block 08-3 -alamoduulista 
(Techne, Minneapolis, USA). Kuivauksen jälkeen sakat liuotettiin 2 M rikkihappoon ja 
happohydrolysoitiin kuivahauteessa (QBD2, Grant, Cambridge, Englanti) 100 °C:ssa 2 h:n 
ajan. Hydrolyysin jälkeen näytteet neutralisoitiin pipetoimalla 20 ml 2,0 M NaOH-liuosta 
happohydrolysaatteihin. Seoksia sekoitettiin koeputkisekoittajassa ja pH mitattiin (Inlab 
Science, Mettler Toledo, Columbus, USA) ja tarvittaessa säädettiin pH alueelle 6,0–8,0. 
Neutraloiduista näytteistä valmistettiin laimennokset RO-veteen suhteessa 1:10 15 ml:n 
Falcon-polypropyleenisentrifuugiputkiin (Becton & Dickinson, Franklin Lakes, USA) 
entsymaattista sokerimääritystä varten.  
 
3.1.6 Glukaanin määrän laskeminen happohydrolysaateista 
 
Saostettujen eksopolysakkaridien lisäksi happohydrolysoitiin dekstraanistandardeja ja 
maltoosistandardeja. Dekstraanistandardit valmistettiin punnitsemalla dekstraanijauhetta 
(Dextran T 110, Pharmacia Chemicals AB, Uppsala, Ruotsi) noin 0,03 g 50 ml:n Falcon-
sentrifuugipulloon. Yksi dekstraanistandardi happohydrolysoitiin aina kun 
happohydrolysoitiin eksopolysakkarideja, jotta voitiin laskea happohydrolysoituneen 
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dekstraanin määrä. Dekstraanistandardin happohydrolysaatista laskettiin entsymaattisesti 
glukoosin pitoisuus. Glukoosin pitoisuus kerrottiin 0,9:llä, mistä saadaan 
dekstraanistandardin glukaanin (eli dekstraanin) pitoisuus. 0,9 saadaan jakamalla 
polymeroituneen glukoosin molekyylipaino glukoosin molekyylipainolla eli 162/182. 
Happohydrolysoituneen dekstraanin määrästä eli hydrolyysiasteesta saadaan 
happohydrolyysikerroin. 
 
Maltoosistandardit (M-mMRS-liemet) valmistettiin SM-mMRS-liemien sakkaan jäävän 
maltoosin määrittämiseksi. Tämä tehtiin, jotta SM-mMRS-liemien suhteen pystyttäisiin 
vähentämään maltoosin hydrolysoitumisesta aiheutuva glukoosin pitoisuuden nousu 
happohydrolysaatissa (sakan peseminen ennen happohydrolyysiä ei riitä poistamaan 
kaikkea maltoosia sakasta). Maltoosistandardeja varten valmistettiin 
maltoosi-mMRS-liemi, joka sisälsi maltoosia 34 g/l. 20 ml M-mMRS-liemiä fermentoitiin 
analysoitavilla bakteerikannoilla ja inkuboitiin, saostettiin, kuivattiin ja 
happohydrolysoitiin samoin menetelmin kuin S-mMRS- ja SM-mMRS-liemiä. 
Maltoosistandardien (M-mMRS-liemien) sakasta happohydrolysoitu ja mitattu glukoosin 
pitoisuus vähennettiin siis SM-mMRS-näytteiden glukoosin pitoisuudesta.  
 
Yhtälön 8 avulla laskettiin dekstraanistandardeista happohydrolysoituneen dekstraanin 
määrä (%), josta saadaan dekstraanin hydrolysoitumiskerroin (yhtälö 9). Glukaanin määrä 
S-mMRS-liemissä laskettiin yhtälön 10 mukaan ja glukaanin määrä S-mMRS-liemissä 
laskettiin yhtälön 11 mukaan.    
                                       
 
                                       
                            
 
                          
        (8) 
                                                                                        (9) 
                                                              (10) 
                           
                                                                                                                         (11) 
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3.1.7 Oligosakkaridien analysoiminen ja dekstraanipitoisuuden määrittäminen 
kasvatusliemistä entsyymiavusteisesti 
 
Bakteerien tuottamat HOPS:it ja oligosakkaridit saostettiin etanolilla S-mMRS- ja 
SM-mMRS-liemistä kohdassa 3.1.5 esitetyllä tavalla. Sakkoja säilytettiin 50 ml:n Falcon-
sentrifuugiputkissa 4 °C:ssa noin kolmen viikon ajan ennen oligosakkaridien ja 
dekstraanipitoisuuden analysoimista. Sakat sentrifugoitiin säilytyksen jälkeen (10 000 g) 
10 minuutin ajan, minkä jälkeen etanoli supernatantti otettiin talteen. S-mMRS- ja 
SM-mMRS-liemien etanolisupernatantista analysoitiin HPAEC-PAD-laitteistolla 
oligosakkaridiprofiilit. Etanolisaostuksessa muodostuneita sakkoja liuotettiin veteen (2 ml) 
yön yli ja seuraavana päivänä liuokseen lisättiin 2 ml 99,5-prosenttista etanolia (Etax Aa, 
Altia, Suomi). Liuoksia saostettiin jälleen 4 °C:ssa yön yli, minkä jälkeen liuokset 
sentrifugoitiin ja supernatantista analysoitiin oligosakkaridiprofiilit 
HPAEC-PAD-laitteistolla.  
 
Oligosakkaridien erottamisen jälkeen W. confusa DSM 20194- ja W. cibaria 10M 
-kannoilla hapatetuista kasvatusliemien sakoista analysoitiin dekstraanipitoisuus.  
W. confusa DSM 20194 -kannalla oli kasvatusliemet hapatettu kahteen kertaan, niin että 
jokaisesta kasvatusliemestä oli yhteensä kaksi W. confusa DSM 20194:lla hapatettua 
näytettä. Dekstraanipitoisuuden määrittämiseksi sakat liuotettiin 4 ml:aan 50-prosenttista 
(v/v) vesi-etanoliseosta ja sentrifugoitiiin edellä mainituin parametrein. Näytteisiin lisättiin 
50 ml 50 mM:sta natriumsitraattipuskuria (pH 5,5), dekstranaasia 15 µl (10000 nkat/g) ja 
α-glukosidaasia 18 µl (1000 nkat/g). Seoksia sekoitettiin koeputkisekoittajassa ja 
inkuboitiin vesihauteessa 30 °C:ssa 24 h:n ajan. Entsyymireaktio päätettiin inkuboinnin 
jälkeen pitämällä näytteitä kiehuvassa vesihauteessa 10 minuutin ajan. Muodostuneen 
glukoosin määrä mitattiin spektrofotometrisesti.     
 
3.1.7.1 Oligosakkaridianalyysi HPAEC-PAD-laitteistolla 
 
Oligosakkaridiprofiili määritettiin hapatetuista S- ja SM-mMRS-liemistä etanolisaostuksen 
jälkeen sekä etanolisupernatantista että saostuksissa syntyneestä sakasta. Myös 
pakkaskuivatuista mMRS-velleistä valmistettiin näytteet oligosakkaridianalyysia varten. 
Oligosakkaridiprofiilit analysoitiin korkean erotuskyvyn anioninvaihtokromatografilla ja 
pulssiamperometrisellä detektorilla (HPAEC-PAD). Laitteisto koostui Waters 717 Plus 
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-näyteannostelijasta (Waters, Milford, MA, USA), kahdesta Waters 515 HPLC -pumpusta  
(Waters, Milford, MA, USA), SSI LP21- pulssin tasaajasta (engl. pulse equailizer) 
(Scientific Systems, Inc., State College, PA, USA), 50 mm:n CarboPac PA-100 
-esikolonnista, 250 mm:n CarboPac PA-100 -erotuskolonnista (Dionex Corporation, 
Sunnyvale, CA, USA), pulssiamperometrisesta detektorista (Antec Leyden, Zoeterwoude, 
Hollanti) ja Empower 2 -ohjelmistosta (Waters Corporation, Milford MA, USA). 
Oligosakkaridiprofiilien analysoimiseen käytettiin gradienttiajoa, joista A gradientti oli 
seos, jossa 1 M natriumasetaattia (NaOAc) ja 100 mM natriumhydroksidia (NaOH) ja B 
gradientti 100 mM NaOH:ia. A liuoksen tarkoitus oli puhdistaa kolonni oligosakkaridien 
eluoitumisen jälkeen ennen seuraavaa näytettä. Gradienttiajo suoritettiin taulukon 6 
mukaan. Liuosten virtausnopeus oli 1 ml/min ja kolonnien lämpötila 40 °C (Rantanen ym. 
2007). 
Taulukko 6. HPAEC-PAD-laitteistolla suoritetun oligosakkaridianalyysin ajoliuosten suhteet. A = 1 M 
NaOAc ja 100 mM NaOH, B = 100 mM NaOH:ia (Rantanen ym. 2007). 
Aika (min) Ajoliuos 
A (%) 
Ajoliuos 
B (%) 
 0 100 
15 0 100 
35 12 88 
40 12 88 
45 0 100 
50 0 100 
 
3.1.8 MHB-hapatteiden ja hapatettujen kauralesevellien valmistus 
 
Vellien hapattamista varten valmistettiin MHB-hapatteet (hapatestartterit). 
Bakteerikantojen puhdasviljelmiltä siirrostettiin GFM-mMRS-kasvatusliemeen (20 ml) 
bakteeripesäke ja inkuboitiin bakteerikannan optimikasvulämpötilassa 20 h korkillisissa 
50 ml:n Falcon-sentrifuugiputkessa. Inkuboinnin jälkeen liemet sentrifugoitiin (10 min, 
12 857 g, 20 °C) ja supernatantti kaadettiin pois. Bakteeripelletti liuotettiin 10 ml:aan 
hanavettä, sentrifugoitiin samoin parametrein ja supernatantti kaadettiin jälleen pois. 
Pelletti liuotettiin jälleen 2 ml:aan hanavettä, josta pipetoitiin MHB-hapatetta 1 ml 30 °C:n 
lämpökaapeissa olleisiin velleihin. MHB-hapatteiden arvioitu bakteerikonsentraatio oli 
noin 2–6 × 109 pmy/ml, mikä määritettiin erillisessä pesäkemäärityksessä. Hapattamisen 
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alkaessa kauralesevellien hapatekannan bakteerikonsentraatio oli 
siis noin 2-6 × 10
7
 pmy/g. Ero MHB-hapatteiden bakteeritiheydessä johtuu pääasiallisesti 
Lb. reuteri -kantojen paremmasta kasvutiheydestä Weissella-kantoihin verrattuna 
GFM-mMRS-liemessä. 
 
Kauralesevellit valmistettiin kolmeen eri mMRS-liemeen: sakkaroosi-mMRS (S-mMRS), 
sakkaroosi-maltoosi-mMRS sisältäen 25 g maltoosia litrassa (SM25-mMRS) ja sakkaroosi-
maltoosi-mMRS sisältäen 34 g maltoosia litrassa (SM34-mMRS). Liemet oli valmistettu 
2 viikkoa (S-mMRS, SM25-mMRS) ja 3 viikkoa (SM34-mMRS) ennen vellien keittämistä 
ja autoklavoituja liemiä oli säilytetty 1 l:n lasipulloissa tiiviisti suljettuina 
huoneenlämpötilassa. Liemiin ei lisätty vitamiiniliuosta.   
 
Liemiin lisättiin 35,0 g OatWell (liite 3) kauralesejauhoja (CreaNutrition, Sveitsi) liemien 
kiehuessa kaasuliedellä. Ennen keittämistä liemien paino punnittiin ja kirjattiin ylös. 
Liemiä keitettiin 10 minuuttia kaasuhellalla 2 l:n metallisessa kattilassa vispilällä 
sekoittaen. Keittämisen jälkeen vellien annettiin jäähtyä kattilassa 15 minuutin ajan 
huoneen lämpötilassa kattilan kansi raollaan. Jäähtymisen jälkeen velli kattilassa punnittiin 
uudelleen ja haihtuneen veden määrä korvattiin RO-vedellä. RO-vesi sekoitettiin velliin 
vispilällä niin, että vellistä tuli homogeeninen. Lopuksi velliin lisättiin mMRS-liemiin 
kuuluvat vitamiinit. 
 
Valmiit vellit annosteltiin (100 g) 100 ml:n erlenmeyerpulloihin, joiden suuaukko peitettiin 
foliolla. Vellejä pidettiin noin 2 h 30 °C:n lämpökaapissa vellien siirrostamiseen asti. 
Siirrostettuja vellejä inkuboitiin 20 h:n ajan bakteerien optimikasvulämpötiloissa 
lämpökaapeissa. 
 
3.1.9 Hapatettujen vellien määritykset 
3.1.9.1 pH:n ja happoluvun mittaaminen sekä pesäkemääritys 
 
Happoluku ja pH mitattiin hapatetuista velleistä inkuboinnin päätyttytä titraattorilla 
(665 Dosimat, Methrom, Sveitsi). Happoluvun mittausta varten 10,0 g velliä punnittiin 
lasiseen dekanterilasiin, jonka päälle lisättiin 90 ml RO-vettä. Velliä ja vettä sekoitettiin 
sauvasekoittimella (Bamix DeLuxe, Mettlen, Sveitsi) 10 sekunnin ajan, jolloin tuloksena 
oli homogeeninen seos. Dekanteriin lisättiin magneettisauva ja vellistä määritettiin 
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happoluku titraamalla velliä 0,1 M:lla NaOH-liuoksella pH 8,5:een käyttämällä 
magneettisekoittajaa (649, Methrom, Sveitsi).  
 
Pesäkemäärityksiin punnittiin 1,0 g hapatettua vellinäytettä 100 ml:n erlenmeyer pulloihin. 
Näyteet laimennettiin 99 ml:aan fysiologista suolaliuosta (9,0 g NaCl l:ssa RO-vettä). 
Näytteistä valmistettiin laimennussarjat 20 ml:n lasisiin koeputkiin pipetoimalla 0,5 ml 
näytettä 4,5 ml:aan autoklavoitua fysiologista suolaliuosta 10
-8
 laimennokseen asti. 10
-6
, 
10
-7
 ja 10
-8
 laimennuksista pipetoitiin ja levitettiin steriilillä lasikolmiolla 0,1 ml 
mMRS-alustoille. Jokaisesta laimennoksesta tehtiin rinnakkainen malja, jolloin maljoja oli 
jokaista näytettä kohden yhteensä kuusi. Maljoja inkuboitiin 20 h:n ajan anaerobisäiliöissä 
bakteerien optimikasvulämpötiloissa.  
   
3.1.9.2 Hapatettujen vellien sokeripitoisuuksien mittaaminen 
 
20 h:n inkuboitumisen jälkeen hapattuneista velleistä valmistettiin pH ja happolukuku 
mittausten jälkeen (noin 2 h fermentoinnin päättymisestä) laimennokset pipetoimalla 
0,1 ml velliä 50 ml:n Falcon-sentrifuugiputkiin ja sekoittamalla pipetoitu velli 9,9 ml:aan 
RO-vettä. Laimennokset sentrifugoitiin (10 min, 12 857 g, 20 °C) ja supernatantti otettiin 
talteen kaatamalla supernatantti uusiin sentrifuugiputkiin. Laimennosten supernatantit 
vietiin 4-celsiusasteen varastoon, missä laimennettujen S-mMRS- ja SM34-mMRS-vellien 
supernatantteja pidettiin 3 vuorokautta ja SM25-mMRS-laimennoksia 4 vuorokautta ennen 
entsymaattista sokerimääritystä. Sakkaroosin kulutus laskettiin fermentoimattomien 
0-näytteiden sakkaroosin pitoisuudesta. 0-näytteitä oli inkuboitu 20 h 30 °C:ssa. 
 
3.1.9.3 Dekstraanin entsyymiavusteinen mittaaminen pakkaskuivatuista velleistä ja 
oligosakkaridinäytteiden valmistus 
 
Dekstraanipitoisuuden entsymaattinen mittaus tehtiin Katinan ym. (2009) 
mukaan. -20 °C:ssa varastoidut hapatetut vellinäytteet pakkaskuivattiin (Heto Dry Winner 
FD 8, Heto-Holten A/S, Allerød, Tanska) muovisissa pakasterasioissa –80 °C:ssa. 
Rasioiden kansiin oli tehty reikiä injektioneulalla. Pakkaskuivaus kesti 72 h. 
Pakkaskuivattuja vellejä säilytettiin pakkaskuivauksessa käytetyissä rasioissa varastossa 
muovikalvoon käärittynä ja pahvilaatikkoon pakattuina 4 °C:ssa kahden viikon ajan. 
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Pakkaskuivatuista velleistä punnittiin kolmea erillistä näyttettä (A, B, C) varten kolme 
kertaa 100 mg 10 ml:n sentrifuugiputkiin. Sentrifuugiputkiin lisättiin 3 ml 50-prosenttista 
etanoliliuosta. Näytteitä pidettiin 5 minuuttia kiehuvassa vesihauteessa, sekoitettiin 
koeputkisekoittajassa ja lisättiin toiset 3 ml etanoliliuosta. Näytteitä sekoitettiin 
magneettisekoittajalla yön yli 4 °C:ssa. Seuraavana päivänä näytteet otettiin varastosta ja 
sentrifugoitiin (Hermle z 513 K, Wehingen, Saksa) (3600 g, 20 minuuttia). 1 ml 
supernatanteista suodatettiin oligosakkaridimääritystä varten (kalvo: Acrodisc 13, 
huokoskoko 0,45 µm, Becton Dickinson, Madrid, Espanja) ja loput supernatantista 
kaadettiin pois. Pellettiä liuotettiin uudelleen 5 ml:aan 50-prosenttista etanoliliuosta. 
Sekoittamisen jälkeen näytteet sentrifugoitiin uudelleen samoin asetuksin ja supernatantti 
kaadettiin pois. Pelletti sekoitettiin uudelleen 4,5 ml:aan natriumsitraattipuskuria (pH 5,5) 
ja näytteitä kuumennettiin kiehuvassa vesihauteessa 2 minuutin ajan. Näytteet sekoitettiin 
ja asetettiin uudelleen vesihauteeseen 3 minuutin ajaksi. Sekoittamisen jälkeen näytteitä 
jäähdytettiin 1,5 h:n ajan huonelämpötilassa. 
 
Näytteiden jäähdyttyä lisättiin A näytteisiin laimennettua (1000 nkat/g) α-glukosidaasia 
30 µl (Aspergillus niger, 00891a, Megazyme, Irlanti) ja α-glukosidaasin lisäksi B- ja 
C-rinnakkaisnäytteisiin 25 µl dekstranaasia (10 000 nkat/g) (Chaetomium erraticum, 
DO443, Sigma, Tanska). Dekstraanin annettiin hydrolysoitua 48 h 30 °C:n lämpötilassa 
vesihauteessa. Suodatettuja supernatantteja säilytettiin jääkaapissa 
oligosasakkaridianalyysia varten. 
 
Hydrolyysin jälkeen dekstraaninäytteiden entsyymit inaktivoitiin pitämällä näytteitä 
kiehuvassa vesihauteessa 10 minuutin ajan. Näytteet sentrifugoitiin edellä mainituin 
parametrein ja glukoosin pitoisuus määritettiin kaupallisella menetelmällä (K-GLUC 
05/2008, Megazyme, Irlanti), joka perustuu glukoosioksidaasin ja peroksidaasin 
toimintaan. Tässä menetelmässä entsyymien toiminnan seurauksena näytteeseen 
muodostuu punainen kinoni-imiinin väri, jonka intensiteetti mitattiin spektrofotometrisesti 
(Lambda 25 uv/vis spektrometri, Perkinelmer Instruments, USA) 510 nm:n 
aallonpituudella. K-GLUC menetelmään liittyvät reaktiot on esitetty yhtälöissä 12 ja 13. 
                   
                  
                                     (12)          
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3.2 Tulokset 
3.2.1 Eksopolysakkaridituoton visuaalinen arviointi ja sakkaroosin kulutus S-mMRS- 
liemessä 
 
Tähän työhön valittujen MHB-kantojen kykyä syntetisoida eksopolysakkarideja arvioitiin 
kasvattamalla MHB-kantoja mMRS-maljoilla ja mittaamalla kantojen sakkaroosin 
kulutusta S-mMRS-liemessä. MHB-kantoja kasvatettiin 40 h modifioidussa ilmakehässä 
anaerobisäiliöissä MHB-kantojen optimikasvulämpötiloissa. Taulukosta 7, kuvasta 15 ja 
liitteestä 8 voidaan verrata kaikkien (9) testattujen MHB-kantojen eksosakkaridisynteesiä 
mMRS-maljoilla. Parhaimmiksi eksosakkaridiliman tuottajiksi arvioitiin W. cibaria 10M, 
W. confusa DSM 20194, Lb. reuteri LTH 5448 ja Lb. reuteri FUA 3048 -kannat, jotka näin 
ollen valittiin jatkokokeisiin MHB-hapatteiksi kauralesevelliä varten.        
 
Kaikki MHB-kannat kasvoivat GFM-mMRS-maljoilla hyvin Lc. lactis spp. cremosris 
FUA 3144:ää ja Lb. sanfranciscensis DSM 20451:tä lukuun ottamatta. Jatkokokeisiin 
valitut MHB-kannat (kuva 15) syntetisoivat selvästi eksosakkaridilimaa S-mMRS- ja 
SM-mMRS-maljoille, muiden MHB-kantojen osalta (liite 8) eksosakkaridisynteesiä ei 
havaittu. Maltoosi näytti sekä vähentävän visuaalisesti havaittavaa liman määrää että 
tekevän siitä S-mMRS-maljalle syntetisoituneeseen limaan verrattuna vetisempää. 
 
Hapatetuista S-mMRS-liemistä laskettiin sakkaroosin pitoisuus ja sakkaroosin kulutus 
fermentoimattomaan 0-näytteeseen verrattuna. Tulokset ovat kahden mittauksen 
keskiarvoja (taulukko 7). Sakkaroosin pitoisuudeksi 0-näytteessä, jota käytettiin vertailuna, 
mitattiin 24 g/l (punnittu 25 g/l). Eniten sakkaroosia kuluttivat Lb. reuteri -lajin kannat 
(99,8 % ja 97,3 %), vähiten W. confusa HAMBI 2672 (1,3 %) ja kolmanneksi vähiten 
Lc. lactis spp. cremoris FUA 3144 (13,9 %). W. confusa DSM 20194 (66,1 %), 
W. viridescens HAMBI 270 (45,9 %) ja W. cibaria 10M (43,0 %) kuluttivat sakkaroosista 
noin puolet. Lb. sanfranciscensis -kantojen sakkaroosin kulutus oli heikkoa (12,3 % ja 
22,5 %).  
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Taulukko 7. Maitohappobakteerikantoja (MHB-kanta) inkuboitiin optimikasvulämpötiloissa 40 h 
sakkaroosi-(S), sakkaroosi-maltoosi-(SM) ja glukoosi-fruktoosi-maltoosi-(GFM) -mMRS-maljoilla. Maljoilta 
verrattiin kantojen kasvua ja eksopolysakkaridiliman eritystä. Sakkaroosi-mMRS-liemi hapatettiin MHB-
kannoilla ja 20 h:n inkuboinnin jälkeen laskettiin sakkaroosin kulutus (n = 2).  
MHB-kanta Kasvu GFM-
maljoilla 
Visuaalisesti 
havaittavaa 
liman tuottoa 
S-maljalla 
Maltoosin vaikutus 
liman rakenteeseen 
/ määrään 
SM-maljalla 
Sakkaroosin 
kulutus 
S-mMRS- 
liemessä (%) 
W. cibaria 10M Voimakas kasvu Kyllä Lima vetisempää 
kuin S-maljalla 
43,0 
W. confusa 
HAMBI 2672 
Voimakas kasvu Ei  
1,3 
W. confusa 
DSM 20194 
Voimakas kasvu Kyllä Limaa vähemmän 
kuin S-maljalla 
66,1 
W. viridescens 
HAMBI 270 
Voimakas kasvu Ei  
45,9 
Lb. reuteri 
LTH 5448 
Voimakas kasvu Kyllä Limaa vähemmän 
kuin S-maljalla 
97,3 
Lb. reuteri 
FUA 3048 
Voimakas kasvu Kyllä Limaa vähemmän 
kuin S-maljalla 
99,8 
Lb. sanfranciscensis 
DSM 20451 
Mattokasvustoa, ei 
pesäkkeitä 
Ei  
12,3 
Lb. sanfranciscensis 
LTH 2590 
Vetisiä, huonosti 
erottuvia pieniä 
pesäkkeitä 
Ei  
22,5 
Lc. lasctis spp. 
cremoris FUA 3144 
Heikkoa, yksittäisiä 
pesäkkeitä ja 
mattokasvustoa 
Ei  
13,9 
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Kuva 15. Maitohappobakteerikannat syntetisoivat runsaasti eksosakkaridilimaa sakkaroosia sisältäville mMRS-maljoille. Visuaalisesti havaittavan liman määrä väheni maltoosin 
vaikutuksesta. W. cibaria 10M:n eksosakkaridilima oli SM-mMRS-maljalla selvästi vetisempää kuin S-mMRS-maljalla. Vetisyys näkyy kuvissa sameutena. S = sakkaroosia 
sisältävä mMRS-malja, SM = sakkaroosia ja maltoosia sisältävä mMRS-malja, GFM = glukoosia, fruktoosia ja maltoosia sisältävä mMRS-malja. 
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 3.2.2 Eksosakkaridien saanto mMRS-liemistä 
 
S-mMRS- ja SM-mMRS-liemistä etanolilla saostettujen eksosakkaridien pitoisuus 
määritettiin happohydrolysoimalla sakat 2 M:lla rikkihapolla ja mittaamalla 
happohydrolysaateista entsymaattisesti glukoosin ja fruktoosin pitoisuus. 
Happohydrolysaateista ei havaittu fruktoosia lainkaan, joten sakkaroosista peräisin olevaa 
hydrolysoitunutta fruktoosia tai fruktaanisukraasien tuottamaa fruktaania ei saostuneissa 
eksopolysakkaridisakoissa todennäköisesti ollut. Dekstraanin määrä analysoitiin ja 
laskettiin myös entsyymiavusteisesti kahden näytteen keskiarvona 
W. confusa DSM 20194:lla hapatetuista S-mMRS- ja SM-mMRS-liemistä ja yhdestä 
näytteestä W. cibaria 10M -kannalla hapatetuista S-mMRS- ja SM-mMRS-liemistä. Tiedot 
hapatettujen liemien pH:sta, sakkaroosin kulutuksesta ja eksosakkaridien saannosta on 
koottu taulukkoon 9 ja kuvaan 16.  
 
S-mMRS-liemen sakkaroosin kulutukset olivat odotetusti samankaltaisia kohdassa 3.2.1 
esitettyjen S-mMRS-liemestä mitattujen sakkaroosin kulutuksen tulosten kanssa 
(taulukko 7). Taulukon 9 MHB-kantojen SM-mMRS-liemet olivat selvästi happamampia 
fermentoinnin jälkeen kuin S-mMRS-liemet, mutta sakkaroosin kulutus oli noussut 
merkittävästi SM-mMRS-liemessä vain W. confusa DSM 20194:llä. 
Taulukko 9. Sakkaroosin kulutus ja pH (n = 2) happohydrolyysiä varten hapatetuissa (20 h) S-mMRS- ja 
SM-mMRS-liemissä. S = sakkaroosia 25 g/l, SM = sakkaroosia 25g/l + maltoosia 34g/l 
Hapatekanta  Sakkaroosin 
kulutus (%) S-mMRS 
pH 
S-mMRS 
Sakkaroosin kulutus (%) 
SM-mMRS 
pH 
SM-mMRS 
W. cibaria 10M 46,9 (± 3,0) 3,96 (± 0,0) 48,6 (±10,8) 3,68 (± 0,0) 
W. confusa 
DSM 20194 
68,5 (±0,9) 4,13 (± 0,0) 77,85 (±0,8) 3,85 (± 0,0) 
Lb. reuteri 
FUA 3048 
98,5 (±0,1) 3,77 (± 0,0) 93,80 (± 0,9) 3,39 (± 0,0) 
Lb. reuteri 
LTH 5448 
96,6 (±0,3) 3,65 (± 0,0) 61,60 (± 1,7) 3,33 (± 0,0) 
 
Kuvassa 16 on esitetty eksosakkaridien pitoisuudet S-mMRS- ja SM-mMRS-liemissä. 
Pitoisuudet analysoitiin happohydrolysoimalla liemistä saostetut eksosakkaridit ja 
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määrittämällä glukoosipitoisuudet happohydrolysaateista. Lineaarisen dekstraanin määrä 
määritettiin entsyymiavusteisesti Weisella-suvun kannoilla hapatetuista näytteistä.    
 
 
Kuva 16. S-mMRS- ja SM-mMRS-liemien eksosakkaridipitoisuudet, jotka laskettiin saostamalla 
mMRS-liemistä eksosakkaridit ja happohydrolysoimalla glukaanit ja oligosakkaridit glukoosiksi (h). Liemien 
dekstraanipitoisuus selvitettiin entsyymiavusteisesti (e). Tulokset ovat kahden hapatussarjan keskiarvoja 
(n = 4), paitsi entsyymiavusteiset määritykset, jotka ovat ensimmäisen hapatussarjan kahden näytteen 
keskiarvoja (n = 2). Happohydrolyysimääritykset kuvaavat dekstraanin ja oligosakkaridien 
kokonaispitoisuutta, entsyymiavusteinen määritys kuvaa vain dekstraanin pitoisuutta. S = sakkaroosi (25 g/l), 
SM = sakkaroosi (25 g/l) + maltoosi (34 g/l). 
Happohydrolyysin jälkeen eksosakkaridipitoisuus oli huomattavasti suurempi 
SM-mMRS-liemien happohydrolysaateissa kuin S-mMRS-liemien happohydrolysaateissa. 
Todennäköinen syy on SM-mMRS-liemissä tapahtunut malto-oligosakkaridisynteesi. 
Entsyymiavusteisen määrityksen dekstraanipitoisuudet olivat lähes samat kuin 
happohydrolyysin W. confusa DSM 20194:llä hapatettujen S-mMRS-liemien osalta, kun 
taas W. cibaria 10M -kannalla hapatetuissa näytteissä eksosakkaridipitoisuus oli S-mMRS-
liemessä hiukan pienempi. Tämä saattaa johtua W. cibaria 10M -kannan syntetisoiman 
glukaanin haarautuneemmasta rakenteesta, jolloin dekstranaasi ei pilko glukaania 
glukoosiksi täydellisesti, kuten lineaarista dekstraania syntetisoivan W. confusa DSM 
20194:n kanssa. Tässä työssä käytetyssä entsyymiavusteisessa menetelmässä myöskään 
malto-oligosakkaridit eivät pilkkoudu.  
Entsyymiavusteisen määrityksen perusteella voidaan todeta, että W. cibaria 10M 
-hapatekannan tuottaman dekstraanin määrä väheni SM-mMRS-liemessä S-mMRS-
liemeen verrattuna, mutta W. confusa DSM 20194 -hapatekannalla muutosta ei ollut 
havaittavissa. Sen sijaan happohydrolyysimäärityksen perusteella voidaan sanoa, että 
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eksosakkaridipitoisuus nousi voimakkaasti SM-mMRS-liemessä S-mMRS-liemeen 
verrattuna kuten myös Lb. reuteri -lajiin kuuluvilla hapatekannoilla. 
3.2.3 mMRS-vellien pH, happoluku ja pesäkemääritys 
 
mMRS-vellit hapatettiin W. cibaria 10M-, W. confusa DSM 20194-, 
Lb. reuteri LTH 5448- ja Lb. reuteri FUA 3048 -hapatekannoilla 20 h:n ajan bakteerien 
optimikasvulämpötiloissa. MHB:ien kasvua mitattiin pesäkemäärityksillä, jotka tehtiin 
kustakin hapatussarjasta kuuden maljan keskiarvona. Näistä kuudesta maljasta kaksi 
maljaa viljeltiin 10
-7
-laimennoksesta, kaksi maljaa 10
-8
-laimennoksesta ja kaksi maljaa 
10
-9
-laimennoksesta. mMRS-vellit oli laimennettu fysiologiseen suolaliuokseen. 
Keskiarvot mMRS-vellien pesäkemäärityksistä, pH:t ja happoluvut on ilmoitettu 
taulukossa 10.  
 
Taulukosta 10 ilmenee, että kaikkien SM25-mMRS-vellien pH:t olivat selvästi alempia 
kuin S-mMRS-vellien. Maltoosin lisääminen (25 g:sta/l 34 g:aan/l) laski pH:ta velleissä 
vain hieman, jos ollenkaan. Myös happolukumittauksissa suurin ero syntyi S-mMRS- ja 
SM25-mMRS-vellien välille. Happoluvut nousivat S-mMRS- ja SM25-mMRS-vellien 
välillä kaikilla hapatekannoilla, mutta Weissella-suvun hapatekannoilla vain hieman.  
Lb. reuteri -lajin hapatekannoilla hapatetuissa maltoosia sisältävissä velleissä oli selvästi 
Weissella-suvun hapatekannoilla hapatettuja vellejä matalammat pH:t ja korkeammat 
happoluvut. Lb. reuteri -hapatekannat siis hapattivat varsinkin maltoosia sisältäneet vellit 
voimakkaammin kuin Weissella-suvun hapatekannat.  
 
Pesäkemääritysten perusteella Lb. reuteri FUA 3048 -hapatekantaa lukuun ottamatta 
hapatekannat kasvoivat (ja säilyivät hengissä) parhaiten S-mMRS-vellissä. Voimakkaasta 
vellimatriisin happanemisesta huolimatta Lb. reuteri FUA 3048 kasvoi parhaiten maltoosia 
sisältäneissä velleissä. 
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Taulukko 10. Eksosakkarideja syntetisoivilla hapatekannoilla hapatetuista velleistä mitattiin pH, happoluku ja bakteeritiheys 20 h:n hapattamisen jälkeen. Vellit sisälsivät 25 g/l 
sakkaroosia mMRS-kasvatusliemessä (S-mMRS) tai sakkaroosin lisäksi maltoosia 25 g/l (SM25) tai 34 g/l (SM34). Taulukossa on raportoitu kahden rinnakkaisen hapatuksen 
tulokset (Sarja 1 ja 2). 0-näyte on hapattamaton vellinäyte, jota inkuboitiin samoissa olosuhteissa muiden näytteiden kanssa. pmy = pesäkettä muodostavaa yksikköä. 
Hapatekanta Sarja  S-mMRS-velli  SM25-mMRS-velli  SM34-mMRS-velli 
   pH Happoluku 
(ml) 
Bakteeritiheys 
(pmy/g) 
 pH Happoluku 
(ml) 
Bakteeritiheys 
(pmy/g) 
 pH Happoluku 
(ml) 
Bakteeritiheys 
(pmy/g) 
W. cibaria 10M 1  4,21 9,9 9×10
8
  3,86 12,6 5×10
8
  3,63 12,9 5×10
8
 
 2  4,19 9,9 1×10
9
  3,81 13,0 5×10
8
  3,69 13,0 5×10
8
 
W. confusa 
DSM 20194  
1  4,06 10,6 5×10
8
  3,80 12,0 4×10
8
  3,76 11,9 3×10
8
 
 2  4,05 10,3 5×10
8
  3,76 11,7 3×10
8
  3,80 11,3 3×10
8
 
Lb. reuteri 
FUA 3048  
1  3,82 13,4 5×10
8
  3,21 24,2 1×10
9
  3,17 23,8 1×10
9
 
 2  3,86 13,1 5×10
8
  3,24 23,8 1×10
9
  3,17 23,6 1×10
9
 
Lb. reuteri 
LTH 5448  
1  3,74 13,9 9×10
8
  3,35 21,1 6×10
8
  3,22 20,6 7×10
8
 
 2  3,69 14,6 7×10
8
  3,34 21,0 7×10
8
  3,18 21,3 6×10
8
 
0–näyte   6,05 5,2   6,15 4,9   6,10 4,9  
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3.2.4 mMRS-vellien glukoosi-, fruktoosi- ja sakkaroosipitoisuudet ja 
W. confusa DSM 20194:n dekstraanin määritys pakkaskuivatuista vellinäytteistä 
 
Hapatetuista velleistä määritettiin glukoosin, fruktoosin ja sakkaroosin pitoisuudet. 
Sakkaroosin pitoisuuden perusteella laskettiin sakkaroosin kulutus verrattuna 
hapattamattomaan 0-näytteeseen. Glukoosin, fruktoosin ja sakkaroosin pitoisuudet on 
esitetty liitteissä 5, 6 ja 7. Hapatekantojen sakkaroosin kulutus eri velleissä on esitetty 
kuvassa 17. Vertailun vuoksi kuvaan 17 on liitetty myös kohdan 3.2.2 sakkaroosin 
kulutukset mMRS-liemissä. 
 
Kuva 17. Eksosakkarideja syntetisoivien hapatekantojen sakkaroosin kulutuksia hapatetuissa (20 h) 
kauralesevelleissä ja liemissä (n = 2), joissa sakkaroosia 25 g/l ja maltoosia 0, 25 tai 34 g/l. S = sakkaroosi, 
M = maltoosi. SM-mMRS-liemessä 34 g/l maltoosia. 
W. cibaria 10M -hapatekannan sakkaroosin kulutus oli kaikissa matriiseissa heikointa. 
Kaikista vähiten sakkaroosia kului W. cibaria 10M:llä hapatetuissa maltoosia sisältäneissä 
velleissä. Muut hapatekannat kuluttivat maltoosia sisältäneissä velleissä lähes kaiken 
sakkaroosin. Lb. reuteri FUA 3048 sakkaroosin kulutus oli kaikissa matriiseissa suurinta 
tai toiseksi suurinta, kaikissa matriiseissa yli 90 %. Lb. reuteri -hapatekannat kuluttivat 
lähes kaiken sakkaroosin myös vain sakkaroosia sisältäneessä vellissä (S-mMRS-velli). 
S-mMRS-vellissä W. confusa DSM 20194 ei yltänyt sakkaroosin kulutuksessa Lb. reuteri 
-kantojen tasolle (76,5 %).  
Kaikkien hapatekantojen sakkaroosin kulutus oli suurin piirtein samaa luokkaa, kun 
verrataan hapatekannan S-mMRS-vellin ja S-mMRS-liemen sakkaroosin kulutusta 
keskenään. Sakkaroosin kulutus oli kaikilla hapatekannoilla myös samaa luokkaa 
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maltoosia sisältäneiden vellien välillä, mutta selviä eroja sakkaroosin kulutuksessa oli 
maltoosia sisältävien mMRS-velli- ja mMRS-liemimatriisien välillä toisin kuin vain 
sakkaroosia sisältäneiden velli- ja liemimatriisien välillä. W. cibaria 10M:n sakkaroosin 
kulutus oli maltoosia sisältäneissä velleissä pienempää kuin maltoosia sisältäneessä 
SM-mMRS-liemessä, W. confusa DSM 20194:n ja Lb. reuteri LTH 5448 sakkaroosin 
kulutus oli suurempaa maltoosia sisältävissä velleissä ja Lb. reuteri FUA 3048 sakkaroosin 
kulutuksessa ei ollut huomattavaa eroa. 
Dekstraanin entsyymiavusteinen määritys perustuu dekstranaasin toimintaan. Dekstranaasi 
kykenee pilkkomaan spesifisesti lineaarisen dekstraanin α-(1→6)-sidoksia, jolloin 
dekstraanin määrä on mahdollista laskea glukoosimonomeerien määrän perusteella. 
Hapatekannoista W. confusa DSM 20194:n tiedetään syntetisoivan pääasiallisesti 
lineaarista dekstraania, mutta muiden hapatekantojen HOPS-sidosrakenne oli tuntematon. 
Näin ollen entsyymiavusteista menetelmää käytettiin vain W. confusa DSM 20194:lla 
hapatettuihin pakkaskuivattuihin vellinäytteisiin. Dekstraanimäärän laskemiseksi 
pakkaskuivatuista vellinäytteistä entsyymiavusteisesti kaikki vellipohjat hapatettiin 
W. confusa DSM 20194:lla kahteen kertaan. Ensimmäisellä kerralla hapatetut ja 
pakkaskuivatut näytteet muodostivat hapatussarjan 1 ja toisella kerralla valmistetut ja 
kuivatut näytteet muodostivat hapatussarjan 2. Jokaisesta pakkaskuivatusta näytteestä 
analysoitiin entsyymiavusteisesti 2 näytettä, yhteensä siis 4 näytettä vellipohjaa kohti 
(taulukko 11).  
Dekstraanin määrässä ei ollut oleellista muutosta S-mMRS- ja SM25-mMRS-vellien 
välillä, mutta SM34-mMRS-vellissä dekstraanipitoisuus laski noin 1,5 g/100 g 
pakkaskuivattua velliä. On siis mahdollista, että maltoosipitoisuuden pitää vellimatriisissa 
olla tarpeeksi korkea, ennen kuin maltoosi vaikuttaa (laskevasti) dekstraanin 
syntetisoitumiseen. 
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Taulukko 11. Entsyymiavusteisesti määritettyjä dekstraanipitoisuuksia (g/100 g pakkaskuivattua velliä).  
W. confusa DSM 20194:llä hapatetuissa ja pakkaskuivatuissa kauralesevelleissä. Vellit valmistettiin mMRS-
liemeen. Jokainen mMRS-velli valmistettiin kahteen kertaan, ensimmäisen vellin näytteet muodostavat 
hapatussarjan 1 ja toisen vellin hapatussarjan 2. N = näyte. S = sakkaroosia 25 g/l, SM = sakkaroosia + 
maltoosia 25 g/l tai 34 g/l. 
Kuivattu 
velli 
Hapatussarja 
1  
Keskiarvo  Hapatussarja 
2 
Keskiarvo  
 N1 N2 dekstraania (g/100 g 
pakkaskuivattua velliä) 
N1 N2 dekstraania (g/100 g 
pakkaskuivattua velliä) 
S-mMRS 5,9 6,6 6,3 5,7 6,5 6,1 
SM25-
mMRS 
6,6 6,2 6,4 5,9 6,0 5,9 
SM34-
mMRS 
4,4 4,7 4,5 4,8 4,6 4,7 
3.2.5 mMRS-liemien sekä mMRS–vellien oligosakkaridiprofiilit 
 
S-mMRS-liemien oligosakkaridiprofiileissa ei havaittu oligosakkarideja (liite 10). Sen 
sijaan S-mMRS-vellissä (kuva 18) Lb. reuteri LTH 5448 saattoi syntetisoida pieniä määriä 
1-kestoosia ja nystoosia, jotka ovat sakkaroosiin fruktoosijohdannaisia, tri- ja tetra-
sakkarideja. SM-mMRS-liemien sakoista analysoiduista näytteistä löytyi useita 
mahdollisia malto-oligosakkaridipiikkejä, joiden retentioajat olivat 
oligosakkaridiprofiileissa 26–31 minuuttia (kuva 19). Näistä ensimmäisenä eluoituva oli 
todennäköisesti panoosi ja panoosia seuraavat piikit olivat panoosiin johdannaisia eli tetra-, 
penta- ja heksaglukosakkarideja.  
 
Lb. reuteri LTH 5448:n oligosakkaridiprofiilit erosivat kolmen muun hapatekannan 
profiileista. Toisin kuin muut hapatekannat, Lb. reuteri LTH 5448 ei syntetisoinut 
huomattavia määriä malto-oligosakkarideja, joiden retentioajat ovat 26–31 minuuttia 
maltoosia sisältävissä matriiseissa. Sen sijaan kannan oligosakkaridiprofiileissa oli 
poikkeuksellisesti 18 minuutin retentioajalla yksittäinen leveä piikki (kuva 19), joka 
mahdollisesti osoittaa erloosia. Erloosissa fruktoosimonomeeri on liittynyt 
maltoosimolekyylin muodostaen heterotrisakkaridin.   
 
Weissella-hapatekantojen S-mMRS-vellien oligosakkaridiprofiileista (liite 11) ilmenee, 
että Weissella-hapatekannat eivät olleet kuluttaneet kaikkea sakkaroosia mutta 
Lb. reuteri-hapatekannat (kuva 18) olivat. Kuvissa 18 ja 19 sakkaroosin retentioaika on 
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noin 6 minuuttia ja kuvassa 19 maltoosin retentioaika on noin 13 minuuttia.  
Lb. reuteri FUA 3048 oli myös poikkeuksellisesti kuluttanut kaiken maltoosin 
vellimatriiseista, mutta SM-mMRS-liemeen oli maltoosia jäänyt vielä 
oligosakkaridiprofiilin mukaan selvästi jäljelle.  
 
0-näytteeseen verrattuna profiilien alkuosa erosi hapatekannoittain, mihin osaltaan 
vaikuttivat eri määrät sakkaroosista hydrolysoitunutta glukoosia ja fruktoosia. Nämä 
monosakkaridit olivat todennäköisesti pilkkoutuneet sakkaroosista matriisiin 
eksosakkaridisynteesin seurauksena.  
 
Maltoosia sisältäneiden vellien oligosakkaridiprofiilit eivät poikenneet oligosakkaridien 
osalta merkittävästi SM-mMRS-liemien profiileista, mutta oligosakkaridipiikkien hiukan 
suurempi koko SM-mMRS-liemien oligosakkaridiprofiileissa viittaa liemien suurempaan 
oligosakkaridien määrään varsinkin, mikäli kaikki oligosakkaridit eivät ole täydellisesti 
liemistä saostuneet. SM-mMRS-liemien supernatanteista havaittiin pieniä määriä 
oligosakkarideja (liite 9). Taulukkoon 12 on kerätty yhteen todennäköiset 
oligosakkaridipiikkien retentoitumisajat kaikista matriiseista. 
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Kuva 18. Lb. reteri -lajin hapatekantojen S-mMRS-velli-oligosakkaridiprofiilit, joista voi havaita 
sakkaroosin kulumisen 0-näytteeseen verrattuna ja mahdollisesti Lb. reuteri LTH 5448:n syntetisoimat pienet 
1-kestoosi- ja nystoosipiikit.   
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Taulukko 12. Oligosakkaridiprofiileista erottuvien piikkien retentioajat (min) S-mMRS = sakkaroosia 25 g/l 
mMRS-pohjaisessa kasvatusliemessä, SM-mMRS = sakkaroosia 25 g/l + maltoosia 34 g/l, SM25 = 
sakkaroosia 25 g/l + maltoosia 25 g/l, SM34 = sakkaroosia 25 g/l + maltoosia 34 g/l, mMRS-velli = mMRS-
liemeen valmistettu ja hapatettu kauralesevelli. 
 Retentioaika (min) 
Hapatekanta S-mMRS SM-mMRS S-mMRS-
velli 
SM25-mMRS-
velli 
SM34-mMRS-
velli 
Lb. reuteri LTH 5448  18, 28, 30 11, 13 18, 30 17, 30 
Lb. reuteri FUA 3048  26, 28, 31  26, 28, 30, 31 26, 28, 30, 31 
W. cibaria 10M  26, 28, 30  26, 28, 30 26, 28 
W. confusa DSM 
20194 
 26, 28, 30, 
31 
 26, 28, 30, 31 26, 28, 30, 31 
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Kuva 19. Hapatekannat syntetisoivat maltoosia sisältäneisiin mMRS-liemiin (SM-mMRS sakka) ja mMRS-velleihin malto-oligosakkarideja (panoosia ja sen johdannaisia tai 
erloosia). 
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3.3 Pohdinta 
 
Sakkaroosia (25 g/l) sisältäneessä maltoosittomassa kasvatusliemessä (S-mMRS) 
MHB-hapatekannat syntetisoivat eksosakkarideja 0,9–2,3 g/l. Maltoosin lisääminen 
liemimatriisiin (34 g/l) lisäsi huomattavasti eksosakkaridien pitoisuutta (noin 2–6 g:aan/l 
hapatekannasta riippuen). Tämä selittyy voimakkaalla malto-oligosakkaridien 
syntetisoitumisella. Eniten oligosakkarideista syntetisoitui panoosia (hapatekannoilla 
W. cibaria 10M, W. confusa DSM 20194, Lb. reuteri FUA 3048) ja todennäköisesti 
erloosia (hapatekannalla Lb. reuteri LTH 5448). MHB-hapatekantojen sakkaroosin 
kulutuksessa oli eroa hapatekannoittain liemi- ja vellikasvatusalustojen välillä, mutta 
oligosakkaridiprofiileissa ei liemi- ja vellikasvatusalustojen välillä havaittu suurta eroa.   
 
Maltoosin lisääminen kasvatusalustaan joko ei vaikuttanut syntetisoituneen dekstraanin 
määrään tai vähensi sitä. Lineaarisen dekstraanin pitoisuus oli W. cibaria 10M:lla 
S-mMRS-liemessä 0,94 g/l ja maltoosia sisältäneessä liemessä 0,74 g/l ja 
W. confusa DSM 20194:lla 1,7 g/l molemmissa liemissä. SM34-mMRS-vellimatriisissa 
(34 g/l maltoosia) W. confusa DSM 20194 syntetisoi dekstraania 4,6 g/100 g 
pakkaskuivattua velliä ja maltoosittomassa vellimatriisissa 6,2 g/100 g pakkaskuivattua 
velliä. W. confusa DSM 20194 syntetisoi siis dekstraania saman verran 
maltoosipitoisuudesta riippumatta mMRS-liemissä, mutta syntetisoi enemmän dekstraania 
maltoosittomassa kuin maltoosia sisältäneissä mMRS-velleissä. Näin voidaan olettaa, että 
maltoosin vaikutus syntetisoituneen W. confusa DSM 20194:n dekstraanin määrään on 
riippuvaista kasvatusalustan koostumuksesta.  
 
3.3.1 MHB-kantojen valinta mMRS-kauralesevellien hapattamisiin  
 
Koska sakkaroosi on MHB:ien eksosakkaridisynteesin pääasiallinen substraatti, voidaan 
mMRS-maljakasvatusten ja S-mMRS-liemessä tapahtuneen sakkaroosin kulutuksen 
perusteella arvioida MHB-kantojen soveltuvuutta eksosakkaridisynteesiin 
mMRS-kauralesevellissä. Yhdeksästä MHB-kannasta sakkaroosia kuluttivat (liite 4) ja 
limaa tuottivat eniten W. cibaria 10M, W. confusa DSM 20194, Lb. reuteri LTH 5448 ja 
Lb. reuteri FUA 3048. Nämä kannat valittiin jatkoanalyyseihin. 
 
Jatkoanalyyseihin valittut MHB-kannat ovat tunnettuja HOPS-tuottajia 
hapantaikinamatriiseissa (Schwab ja Gänzle 2006; Bounaix ym. 2009; Katina ym. 2009; 
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Wang ym. 2010). Heikoimmat liman tuottajat ja sakkaroosin kuluttajat S-mMRS-liemessä 
olivat kannat, joiden HOPS-tuotosta ei ole raportoitu (W. confusa HAMBI 2672, 
W. viridescens HAMBI 270, Lactococcus lactis spp. cremoris FUA 3144). Työssä 
analysoitujen Lb. sanfranciscensis -kantojen HOPS-tuotosta on raportoitu (Tieking ym. 
2003; Tieking ym. 2004), mutta mahdollisesti nestemäinen ja maltoositon matriisi ei 
soveltunut hyväksi kasvatusalustaksi hapantaikinafermentoinneista eristetyille 
Lb. sanfranciscensis -kannoille. Lb. sanfranciscensis DSM 20451 -kanta oli myös 
maljakasvustosta päätellen todennäköisesti varastoinnin aikana kontaminoitunut. 
 
3.3.2 HOPS-synteesin tarkastelua mMRS-maljoilla 
 
Weissella-hapatekannat kasvoivat S-mMRS-maljoilla hyvin ja W. confusa DSM 20194 ja 
W. cibaria 10M tuottivat odotetusti S-mMRS-maljalla limaa (Bounaix ym. 2009; Katina 
ym. 2009). Sitä vastoin W. confusa HAMBI 2672 ja W. viridescens HAMBI 270 eivät 
tuottaneet S-mMRS-maljalla limaa. Koiran ulosteesta eristetyn W. confusa HAMBI 2672:n 
kyvystä tuottaa HOPS:eja ei ole aikaisemmin raportoitu. W. viridescens -lajiin kuuluvat 
kannat ovat tunnettuja lihan pilaajamikrobeja, jotka luonnollisessa ympäristössään 
tuottavat HOPS:ia. W. viridescens HAMBI 270 -kannan kuitenkin tiedetään menettävän 
HOPS-synteesikykynsä kannan varastoinnin seurauksena, josta raportoivat jo Niven ja 
Evans (1957).           
 
Lb. reuteri -kannat kasvoivat hyvin ja tuottivat odotetusti S-mMRS-maljalla limaa. Lisäksi 
Lb. reuteri FUA 3048 ja LTH 5448 kuluttivat S-mMRS-liemessä lähes kaiken sakkaroosin, 
joten ennakolta Lb. reuteri -kannat vaikuttivat parhailta ehdokkailta eksosakkaraiden 
syntetisoimiseen kauralesevellissä. Lb. sanfranciscensis LTH 2590 kasvoi lajille 
tyypillisesti S-mMRS-maljalla tuottaen vetisiä pesäkkeitä mutta ei syntetisoinut 
havaittavaa limaa. Lb. sanfranciscensis DSM 20451 kasvoi S-mMRS-maljalla mattona, 
mikä ei ole lajille tyypillistä. Varastokanta oli mahdollisesti kontaminoitunut.  
 
Kefiiristä eristetty Lactococcus lactis spp. cremoris FUA 3144 muodosti mattokasvustoa 
sekä harvakseltaan pesäkkeitä S-mMRS-maljalla ja kulutti vähäisissä määrin sakkaroosia 
S-mMRS-liemessä. Kyseisen kannan kyvystä tuottaa HOPS:ia ei ole julkaistua tietoa, ja 
tässä tutkimuksessa tätä kykyä ei maljalla havaittu. Lc. lactis -lajin bakteerit eivät 
kasvaneet pesäkkeinä maljalla, joten varastokannasta on mahdollisesti kontaminaatio. On 
65 
 
 
 
myös oletettavaa, että kannan kasvua hidasti laktoosin puuttuminen, joka on normaalisti 
yksi tärkeimmistä kasvutekijöistä maitoperäisille MHB-kannoille (Axelsson 2004). 
 
Sakkaroosia ja maltoosia sisältäneillä SM-mMRS-maljoilla eksosakkaridilima vaikutti 
yleisesti ottaen vetisemmältä kuin vain sakkaroosia sisältäneillä S-mMRS-maljoilla. Tämä 
saattaa johtua malto-oligosakkaridisynteesistä SM-mMRS-maljoilla. Malto-
oligosakkaridisynteesin myötä kooltaan isoja HOPS-molekyylejä syntetisoitui vähemmän, 
jolloin HOPS:it eivät muodostaneet yhtä kiinteää rakennetta bakteerisolujen ympärille kuin 
S-mMRS-maljoilla (Ruas-Madiedo ym. 2009). Tämän tutkimuksen jatkoanalyysit 
osoittivat käytettyjen MHB-kantojen syntetisoivan maltoosin läsnäollessa malto-
oligosakkarideja.   
 
3.3.3 Eksosakkaridien saanto mMRS-liemissä ja mMRS-kauralesevelleissä 
 
Eksosakkaridien saannot olivat riippuvaisia käytetystä hapatekannasta ja kasvatusalustasta. 
S-mMRS-liemessä eksosakkaridien saanto happohydrolyysien jälkeen oli kahden näytteen 
keskiarvona W. cibaria 10M:llä, W. confusa DSM 20194:lla ja Lb. reuteri FUA 3048:lla 
noin 2 (±0,3) g/l. Lb. reuteri LTH 5448 -kannan eksosakkaridien saanto oli alle 1 g/l. 
Glukoosin määrä happohydrolysaateissa nousi 2–3 kertaisiksi, kun S-mMRS-liemiin oli 
lisätty maltoosia (SM-mMRS-liemi) (kuva 16). Tämä voi osoittaa lisääntyneestä HOPS-
synteesistä tai todennäköisimmin malto-oligosakkaridien syntetisoitumisesta, josta kertovat 
myös HPAEC-PAD-oligosakkaridiprofiilit (kuva 19). Entsyymiavusteisessa menetelmässä 
lineaarisen dekstraanin määräksi mitattiin W. cibaria 10M:n hapattamassa S-mMRS-
liemessä 0,94 g/l ja SM-mMRS-liemessä 0,74 g/l. W. confusa DSM 20194:n dekstraanin 
saannot olivat molemmissa liemissä 1,7 g/l. 
 
Eksosakkaridien saannot olivat siis odotuksiin nähden keskinkertaisia liemipohjaisissa 
kasvatusalustoissa. Schwab ym. (2008) ja Galle ym. (2011) raportoivat W. cibaria 10M 
-kannan tuottaneen 4–7,5 g/l glukaania runsaasti sakkaroosia sisältävässä mMRS-liemessä 
(80–100 g/l). W. confusa DSM 20194 -kannalla ei tiettävästi ole tehty vastaavia mittauksia 
mMRS-liemissä, mutta sakkaroosia sisältäneessä vehnätaikinassa W. confusa DSM 
20194:n on havaittu syntetisoineen dekstraania 1,8 (± 0,1) % kuiva-aineen painosta (Katina 
ym. 2009). Tieking ym. (2003) arvioivat karkeasti usean W. confusa- ja Lb. reuteri 
-lajeihin kuuluvien, hapantaikinasta eristetyjen kantojen tuottaneen glukaania 2–20 g/l 
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runsaasti sakkaroosia sisältäneessä MRS-liemessä. Suurin raportoitu määrä HOPS:eja 
sakkaroosi-mMRS pohjaisessa liemessä on 40 g/l fruktaania, mutta tämä vaati suuren 
määrän sakkaroosia (160 g/l) ja hapattamisen aikana vakautetun pH:n (Korakli ym. 2003). 
HOPS:ien saanto oli tässä työssä testatuilla hapatekannoilla pieni liemipohjaisissa 
matriiseissa, mutta toisaalta kannat osoittivat kyvykkyyttä oligosakkaridisynteesiin.  
 
Lineaarisen dekstraanin määrä mitattiin entsyymiavusteisesti myös 
W. confusa DSM 20194:n hapattamista pakkaskuivatuista mMRS-kauralesevellinäytteistä. 
Muiden MHB-kantojen dekstraanin määrää ei mitattu pakkaskuivatuista velleistä 
entsyymiavusteisesti, koska niiden syntetisoimien HOPS:ien rakennetta ei varmuudella 
tunnettu. Katinan ym. (2009) raportoima ja tässä työssä käytetty entsyymiavusteinen 
menetelmä soveltuu vain pääasiallisesti α-(1→6)-sidoksista koostuvan glukaanin 
määrittämiseen. W. confusa DSM 20194 syntetisoi dekstraania (n = 2) 6,2 g/100 g 
S-mMRS pakkaskuivattua velliä, 6,15 g/100 g SM25-mMRS pakkaskuivattua velliä ja 
4,6 g/100 g SM34-mMRS pakkaskuivattua velliä. 100 g:ssa hapattamatonta 
pakkaskuivattua velliä oli noin 15 g sakkaroosia, joten dekstraanin saanto olisi kahdessa 
ensin mainitussa matriisissa lähellä optimia (15 g:sta sakkaroosia voi syntetisoitua vain 
noin 7,5 g dekstraania). W. confusa DSM 20194 sakkaroosin kulutukseksi 
S-mMRS-vellissä mitattiin kuitenkin vain 75 %. Näin ollen dekstraanin saannon olisi 
pitänyt jäädä enintään 5,6 g/100 g pakkaskuivattua velliä. Todennäköisesti pakkaskuivattu 
velli sisälsi sakkaroosia hiukan enemmän kuin 15 g tai syntetisoitunut dekstraani ei ollut 
tasaisesti jakautunut pakkaskuivattuun velliin, jolloin näytteenotto ei mahdollisesti ole 
onnistunut tarpeeksi edustavasti.  
 
Joka tapauksessa W. confusa DSM 20194:n kuluttama sakkaroosi on mennyt pääasiallisesti 
S-mMRS-vellissä dekstraanin syntetisoimiseen. Maltoosia sisältäneissä velleissä osa 
sakkaroosista on kulunut malto-oligosakkaridien tuottoon, mikä näkyy myös 
HPAEC-PAD-oligosakkaridiprofiileissa. Pakkaskuivatuista velleistä tehdyn 
entsyymiavusteisen määrityksen perusteella dekstraanin syntetisoimiseen kuluneen 
sakkaroosin jälkeen malto-oligosakkaridisynteesiä varten oli polymeroitunutta glukoosia 
jäljellä noin 1,35 g/100 g pakkaskuivattua SM25-mMRS-velliä ja 
2,9 g/100 g SM34-mMRS-velliä. Toisin sanoen panoosia voisi syntetisoitua enintään 
4,05 g/100 g pakkaskuivattua SM25-mMRS-velliä ja 8,7 g/100g pakkaskuivattua 
SM34-mMRS-velliä. Maltoosia sisältävien vellien välillä W. confusa DSM 20194:n 
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HPAEC-PAD-oligosakkaridiprofiilit ovat kuitenkin hyvin samankaltaisia, joten malto-
oligosakkarideja ei ole todennäköisesti syntetisoitunut SM34-mMRS-vellissä enempää 
kuin SM25-mMRS-vellissä. Oligosakkaridiprofiilien ja sakkaroosin kulutusmittausten 
perusteella sakkaroosia ei juuri ole jäänyt vapaaksi maltoosia sisältäviin vellimatriiseihin, 
joten mahdollisesti SM34-mMRS-vellissä sakkaroosia on hydrolysoitunut glukoosiksi ja 
fruktoosiksi.    
 
mMRS-liemien happohydrolyysaateista löydettiin vain glukoosia, joten työssä käytetyt 
MHB-hapatekannat syntetisoivat pääasiallisesti glukoosista koostuvia HOPS:eja tai 
oligosakkarideja. Glukoosin löytyminen Lb. reuteri LTH 5448:n happohydrolysaateista oli 
yllättävää, koska kannan on aikaisemmin todettu tuottavan sakkaroosi-mMRS-liemessä 
fruktaania, eikä glukaanin tuotosta ole näissä raporteissa mainintaa (Schwab ym. 2007; 
Schwab ym. 2008). Toisaalta HPAEC-PAD-oligosakkaridiprofiileista voidaan päätellä, 
että Lb. reuteri LTH 5448 on mahdollisesti syntetisoinut hetero-oligosakkarideja 
(katso 3.3.4). 
 
Hapatekantojen sakkaroosin kulutus ei oleellisesti muuttunut maltoosittomien 
kasvatusalustojen välillä (S-mMRS-liemi ja S-mMRS-velli) (kuva 17). On siis 
todennäköistä, että S-mMRS-liemistä mitatut eksosakkaridisaannot ovat yhteneviä 
S-mMRS-vellissä tuotettuun eksosakkaridimäärään. Sen sijaan sakkaroosin kulutuksessa 
oli selviä eroja hapatekannasta riippuen liemi- ja vellimatriisien välillä, kun kasvatusalustat 
sisälsivät maltoosia.  W. cibaria 10M:n sakkaroosin kulutus oli maltoosia sisältäneissä 
velleissä vähäisempää kuin maltoosia sisältäneessä SM-mMRS-liemessä, W. confusa DSM 
20194:n ja Lb. reuteri LTH 5448 sakkaroosin kulutus oli suurempaa maltoosia sisältävissä 
velleissä ja Lb. reuteri FUA 3048 sakkaroosin kulutuksessa ei ollut huomattavaa eroa. 
 
Koska W. cibaria 10M:n sakkaroosin kulutus oli maltoosia sisältäneissä velleissä 
vähäisempää kuin maltoosia sisältäneessä SM-mMRS-liemessä, on mahdollista, että 
W. cibaria 10M -kanta syntetisoi malto-oligosakkarideja sakkaroosista hiukan 
tehokkaammin liemipohjaisessa matriisissa kuin vellipohjaisessa matriisissa. Vellimatriisia 
suurempi malto-oligosakkaridien määrä SM-mMRS-liemessä ilmenee myös selvästi 
oligosakkaridiprofiileissa (kuva 19). On myös mahdollista, että sakkaroosin suurempi 
kulutus liemimatriisissa vellimatriisiin verrattuna johtuu W. cibaria 10M:n runsaammasta 
lisääntymisestä liemimatriisissa (pesäkemääritystä ei suoritettu mMRS-liemistä). 
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W. confusa DSM 20194:n ja Lb. reuteri LTH 5448:n liemimatriisia suuremman 
sakkaroosin kulutuksen vellimatriisissa voivat selittää päinvastaiset tekijät kuin W. cibaria 
10M:n suhteen. W. confusa DSM 20194 ja Lb. reuteri LTH 5448 saattavat syntetisoida 
hiukan tehokkaammin oligosakkarideja vellimatriisissa tai/ja lisääntyä paremmin velli- 
kuin liemimatriisissa. Näiden MHB-kantojen oligosakkaridiprofiileissa ei kuitenkaan näy 
selvästi oligosakkaridien tehokkaampi syntetisointi vellimatriisissa (kuva 19).   
 
Entsyymiavusteisen dekstraanimäärityksen tulokset pakkaskuivatuista velleistä ovat 
mielenkiintoisia, koska dekstraanin pitoisuus laski vasta korkeammassa 
maltoosipitoisuudessa. Maltoosin pitoisuuden nostamisen tunnetaan suosivan 
oligosakkaridisynteesiä, jolloin syntetisoituneen HOPS:n määrä voi vähentyä. 
Pesäkemääritysten, pH-mittausten ja happoluvun perusteella (taulukko 10) ei voida sanoa, 
että maltoosi olisi merkittävästi vaikuttanut W. confusa DSM 20194 -kannan metaboliaan 
SM25-mMRS-vellimatriisin ja SM-34-mMRS-vellimatriisin välillä. Happoluvut olivat 
nousseet kuitenkin huomattavasti, kun maltoosittomaan vellimatriisiin lisättiin maltoosia. 
Näin ollen voidaan päätellä, että maltoosin aiheuttama MHB-kannan metabolian 
tehostuminen ja vellimatriisin happamuuden lisääntyminen ei vaikuttanut syntetisoituneen 
dekstraanin määrään, mutta maltoosipitoisuuden nostaminen 25 g:sta/l 34 g:aan/l 
vellimatriisissa mahdollisesti vaikutti W. confusa DSM 20194 -hapatekannan erittämän 
dekstraanisukraasin toimintaan, mikä johti dekstraanin pitoisuuden vähenemiseen. 
 
 3.3.4 HPAEC-PAD-oligosakkaridiprofiilit 
 
HPAEC-PAD-oligosakkaridiprofiileissa (kuva 19, liitteet 9, 10 ja 11) panoosimalto-
oligosakkaridien retentioajat olivat 26–34 minuuttia. Malto-oligosakkaridit eluoituvat koon 
mukaan, pienimmät molekyylit näkyvät profiileissa ennen suurempia (Rantanen ym. 
2007). Panoosin, kemialliselta rakenteeltaan α-D-Glu-(1→6)-α-D-Glu-(1→4)-D-Glu, 
retentioaika on siis noin 26 minuutin kohdalla. Lukuun ottamatta Lb. reuteri LTH 5448 
-kantaa MHB-kannat syntetisoivat panoosia maltoosia sisältäviin matriiseihin. Vain 
sakkaroosia sisältävissä S-mMRS-liemissä ja S-mMRS-velleissä ei 26–34 minuutin 
retentioajalla esiinny oligosakkaridipiikkejä.  
   
Panoosia todennäköisesti syntetisoitui sukraasien liittäessä sakkaroosin glukoosiosan α-D-
Glu-(1→6)-α-D-Glu sidoksella maltoosiin. Panoosia seuraavat piikit 
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oligosakkaridiprofiileissa ovat todennäköisesti panoosin johdannaisia, tetra-, penta- ja 
heksasakkarideja, jotka siis sisältävät α-D-Glu-(1→6)-α-D-Glu sidoksella panoosin 
runkoon liitetyn yhden tai useamman glukoosimonomeerin. Panoosin määrään liittyen 
Lb. reuteri FUA 3048 oli kuluttanut kaiken maltoosin SM25- ja SM34-mMRS-velleissä. 
Tämän kannan osalta näiden kahden vellin välillä näkyi selvä ero panoosipiikissä, joka 
voidaan olettaa johtuvan SM34-mMRS-vellin suuremmasta maltoosimäärästä. Maltoosin 
määrän lisääminen 25 g:sta/l 34 g:aan/l oli siis todennäköisesti lisännyt panoosin määrää.  
MHB-kantojen oligosakkaridiprofiilit ovat toistensa kaltaisia liemi- ja vellimatriisien 
välillä, mutta Lb. reuteri LTH 5448:n oligosakkaridiprofiilit eroavat selvästi muiden MHB-
kantojen tuottamista profiileista. Lb. reuteri LTH 5448 -kannan oligosakkaridiprofiilissa 
on selkeä piikki, jonka retenttioaika on 17–18 minuuttia maltoosia sisältävissä matriiseissa, 
eikä sitä muilla MHB-kannoilla ole. Tämä piikki saattaa olla erloosi (α-Glu-[1→4]-α-Glu-
[1→2]-β-Fru) (Kang ym. 2005), jota on voinut syntyä maltoosin toimiessa 
vastaanottajamolekyylinä sakkaroosista peräisin olevalle fruktoosimonomeerille. Kuvausta 
vastaavanlaisesta reaktiosta ei tähän mennessä ole tiettävästi raportoitu tämän MHB-lajin 
osalta, vaikka sitä on pidetty mahdollisena (Tieking ja Gänzle 2005). Tieking ym. (2005) 
raportoivat Lb. sanfranciscensis -kannan levaanisukraasin syntetisoineen 
vehnähapantaikinassa hetero-oligosakkarideja, jotka ovat tulosta vastaanottajareaktioista, 
joissa muun muassa maltoosin on liittynyt fruktoosimonomeeri. Kang ym. (2005) 
tunnistivat Ln. mesenteroides levaanisukraasin syntetisoineen erloosia. 
 
Lisäksi Lb. reuteri LTH 5448:n S-mMRS-vellin hyvin pienet piikit, joiden retentioajat ovat 
11 ja 13 minuuttia (kuva 19) saattavat osoittaa 1-kestoosia (Glu-α-[1→2]-Fru-β-[1→2]-
Fru) ja nystoosia (Glu-α-[1→2]-Fru-β-[1→2]-Fru-β-[1→2]-Fru) (Tieking ja Gänzle 2005). 
Tuloksen varmistamiseksi tulisi Lb. reuteri LTH 5448 -kannalla tehdä vastaava 
hapattaminen suuremmalla sakkaroosipitoisuudella. Edellä mainittujen hetero-
oligosakkaridien lisäksi Lb. reuteri LTH 5448 mahdollisesti syntetisoi myös pienen 
määrän tuntematonta gluko-oligosakkaridia maltoosia sisältäviin matriiseihin, josta 
osoittaa piikki, jonka retentioaika on noin 30 minuuttia. Lb. reuteri LTH 5448:n on todettu 
tuottavan fruktaania (Schwab ja Gänzle 2006), mutta tämän tutkielman 
happohydrolyyseissa fruktoosia ei havaittu. Tämä voi selittyä syntyneiden fruktaanien ja 
frukto-oligosakkaridien pienellä määrällä.  
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MHB-peräistä oligosakkaridisynteesiä ei ole tutkittu kovin kattavasti HOPS-synteesistä 
erillisenä ilmiönä. Yksi esimerkki on kuitenkin Gallen ym. (2010) tutkimus. He hapattivat 
runsaasti sakkaroosia ja maltoosia sisältäneet MRS-liemet usealla eri Leuconostoc- ja 
Weissella-suvun kannalla. Tulosten perusteella bakteerikannat voitiin jakaa kolmeen 
ryhmään. Ensimmäiseen ryhmään kuuluivat kannat, jotka tuottivat vähäisissä määrin 
panoosia tai ei lainkaan oligosakkarideja, toiseen ryhmään kuuluivat kannat, jotka 
syntetisoivat pääasiallisesti panoosia ja pieniä gluko-oligosakkarideja HOPS-synteesin 
ohella ja kolmanteen ryhmään kuuluivat kannat, jotka syntetisoivat edellistä ryhmää 
suurempia gluko-oligosakkarideja ja joiden HOPS-tuotto samalla lisääntyi maltoosin 
vaikutuksesta. W. cibaria 10M -kannan todettiin Gallen ym. (2010) tutkimuksessa 
kuuluvan kolmanteen ryhmään, mutta tässä tutkielmassa ei panoosia merkittävästi 
suurempia oligosakkarideja havaittu mahdollisesti erilaisen sakkaroosipitoisuuden ja 
hapattamisolosuhteiden vuoksi. Tämän lisäksi tässä työssä W. cibaria 10M:n syntetisoiman 
dekstraanin määrä väheni hieman maltoosia sisältäneessä mMRS-kasvatusliemessä 
maltoosittomaan kasvatusliemeen verrattuna. 
 
Täydellistä kuvausta vastaanottajareaktiosta (kuva 10), johon oligosakkaridisynteesi 
perustuu, ei kirjallisuudessa ole siis saatavilla. On mahdollista, että panoosia pidemmät 
gluko-oligosakkaridit ovat samankaltaisen vastaanottajareaktion tulosta kuin panoosi sillä 
erolla, että glukaanisukraasi on ehtinyt polymeroida kahdesta kolmeen 
glukoosimonomeeria yhteen ennen vastaanottajareaktiota maltoosin kanssa. Toinen 
vaihtoehto on se, että panoosia pidemmät oligosakkaridit ovat tulosta 
vastaanottajareaktioista, joissa vastaanottavana molekyylinä on panoosi tai tätä pidempi 
oligosakkaridi. Toisin sanoen pidemmät oligosakkaridit olisivat läpikäyneet useampaan 
kertaan glukoosimonomeerin vastaanottajareaktion. Voidaan olettaa, että ensimmäisen 
sakkaroosimolekyyleistä peräisin olevien glukoosimolekyylien yhteenliittämisen jälkeen 
polymeroitumisprosessi lähtee liikkeelle, jonka jälkeen vastaanottajareaktio ei enää ole 
mahdollinen. Mikäli vastaanottajareaktio olisi mahdollinen varsinaisen 
polymeroitumisprosessin alkamisen jälkeen, olisi isojen HOPS-molekyylien synty 
haastavaa perustella. Tuloksena runsaasti maltoosia sisältävissä matriiseissa olisi vain 
lyhyitä ja keskipitkiä oligosakkarideja, eikä lainkaan HOPS:eja. Kuitenkin tässäkin 
tutkimuksessa W. confusa DSM 20194 lineaarisen dekstraanin tuotto voitiin varmistaa 
runsaasti maltoosia (25 ja 34 g/l) sisältäneissä mMRS-matriiseissa entsyymiavusteisesti.  
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Mikäli panoosia pidempien malto-oligosakkaridien synty perustuu panoosin ja sen 
johdannaisten vastaanottajareaktioon, tulisi panoosin pitoisuus matriisissa ylittää maltoosin 
pitoisuuden, jotta vastaanottajareaktio kääntyisi vahvasti pidempien oligosakkaridien 
suuntaan. Tämä vaatisi kuitenkin sakkaroosin määrän riittämistä synteesin jatkumiseen ja 
tarpeeksi korkeaa pH:ta, jotta glukaanisukraanit toimivat. Matriiseissa, joissa sakkaroosin 
pitoisuus ylittää selvästi maltoosin pitoisuuden ja maltoosia kuluu huomattavasti 
vastaanottajareaktiossa panoosin synteesiin ja bakteerikannan metaboliaan, on 
mahdollisuus synnyttää pidempiä gluko-oligosakkarideja, kuten Gallen ym. (2010) 
tutkimuksessa. Tämän tutkielman oligosakkaridiprofiilit ovat johdonmukaisia siinä, että 
panoosia näyttää syntetisoituneen malto-oligosakkarideista eniten, kun maltoosia on 
mMRS-alustassa ollut hapattamisen alkaessa runsaasti. Tämä ei ole suosinut panoosia 
pidempien malto-oligosakkaridien synteesiä.    
 
3.3.5 Koeasetelman soveltuvuus eksosakkaridisynteesin tarkasteluun 
 
Työhön valitut MHB-kannat oli alun perin eristetty erilaisista elinympäristöistä, kuten 
vihannesfermentaatiosta, hapantaikinoista, koiran ulosteesta, kefiiristä, pilaantuneesta 
lihasta ja rotan suolinäytteestä. Tutkielmassa käytetyt mMRS-kasvualustat soveltuvat eri 
alkuperän omaavien, muiden kuin maitoperäisten MHB-kantojen kasvattamiseen ja HOPS-
synteesin tarkastelemiseen (Björkroth ja Holzapfel 2006; Hammes ja Hertel 2006). 
MHB-kannoille on kuitenkin ominaista sopeutuminen luonnolliseen elinympäristöönsä, 
mikä tarkoittaa sitä, että MHB-kantojen elinvoimaisuus voi vaihdella elinympäristöstä 
riippuen ja niiden metaboliassa voi tapahtua muutoksia, mikäli niitä yritetään siirtää ja 
kasvattaa alkuperäisestä elinympäristöstä poikkeavissa olosuhteissa (Leroy ja De Vuyst 
2004; Axelsson 2004). Tästä johtuen kantojen elinkykyä ja eksosakkaridisynteesin 
tehokkuutta oli hyvä tarkastella erikseen vellin nestemäistä matriisia muistuttavassa 
S-mMRS-kasvatusliemessä. S-mMRS-liemen MHB-kannan sakkaroosin kulutuksen kautta 
voidaan todeta hapatekannan kyky fermentoida sakkaroosia ja kyky 
eksosakkaridisynteesiin. MHB-kannan tuli menestyä S-mMRS-liemessä, jotta maltoosin 
vaikutusta eksosakkaridisynteesiin voitiin arvioida. Mikäli S-mMRS-liemi olisi sisältänyt 
myös muita sokereita kuin sakkaroosia, olisi maltoosin vaikutuksen arvioiminen 
muodostunut vaikeaksi, koska myös muut sokerit kuin maltoosi voivat vaikuttaa 
eksosakkaridisynteesiin toimimalla glukoosin tai fruktoosin vastaanottajamolekyylinä.   
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Yleensä MHB-peräiset HOPS:it saostetaan laimennetulla etanolilla erilaisista liuoksista, 
jotka voivat olla esimerkiksi fermentoitujen ja sentrifigoitujen liemien supernatantteja tai 
taikinasta uuttamalla saatuja liuoksia (Korakli ym. 2001; Tieking ym. 2002; Korakli ym. 
2003; Schwab ym. 2008; Galle ym. 2011). Yleensä etanoli on sekoitettu eksosakkarideja 
sisältävään liemeen suhteessa 3:1, koska HOPS:ien lisäksi halutaan määrittää hapattamisen 
aikana syntyneet oligosakkaridit. Laimealla etanoliseoksella saostettaessa oligosakkaridit 
jäävät liukoisiksi supernatanttiin ja pidemmät HOPS:it saostuvat. Saostuneet HOPS:it 
voidaan liuottaa uudelleen ja dialysoida sakan puhdistamiseksi ja sakka 
happohydrolysoidaan yleensä rikkihapolla tai perkloorihapolla. Nestefaasin oligosakkaridit 
voidaan analysoida usealla eri menetelmällä, joista käytetyimpiä ovat HPLC- ja 
HPAEC-PAD-menetelmät. Tässä tutkimuksessa käytettiin vahvaa etanoliliuosta (8:1), 
jolloin oligosakkaridien ja HOPS:ien saostuessa samaan sakkaan (oligosakkarideja vain 
maltoosia sisältävissä SM-mMRS-liemissä) voidaan laskea sekä oligosakkaridien että 
HOPS:ien yhteismäärä yhdellä happohydrolyysilla. Oligosakkaridiprofiileja varten 
hapatettiin omat liemet, jotka myös saostettiin (8:1) etanolilla ja sakka uutettiin 
myöhemmin 50-prosenttisella etanoliliuoksella, jolloin sakasta erottuivat oligosakkaridit ja 
pienemmät sokerit. Oligosakkaridiprofiilit määritettiin HPAEC-PAD-menetelmällä kuten 
Katinan ym. (2009) työssä.  
 
Tässä tutkielmassa käytettiin dekstraanistandardia, joka happohydrolysoitiin varsinaisten 
näytteiden ohessa. Dekstraanistandardin happohydrolysaatin glukoosipitoisuus 
määritettiin, glukoosin määrä muutettiin lineaariseksi glukaaniksi kertomalla hydrolysaatin 
glukoosin pitoisuus 0,9:llä (0,9 = polymeroituneen glukoosin 
molekyylipaino/glukoosimolekyylin paino) ja saadusta määrästä glukaania laskettiin 
hydrolysoituneen dekstraanin prosenttiosuus (yleensä hiukan yli 90 %). Tämä laskentatapa 
lähtee siitä oletuksesta, että standardin dekstraani on täysin puhdasta. Näin ollen 
hydrolysaatin glukoosin määrän muuttaminen ensin glukaaniksi, ja tämän määrän 
kertominen dekstraanistandardin happohydrolyysikertoimella (hydrolyysiaste) antaa 
tulokset todennäköisesti todellisuutta suurempina, koska standardin dekstraani ei 
välttämättä ole täysin puhdasta. Toisaalta dekstraanistandardin happohydrolyysikerrointa 
käyttämättä tulokset voisivat olla hiukan todellisuutta pienempiä. Muissa tutkimuksissa ei 
erillisistä dekstraanistandardeista ole mainittu. Happohydrolyyseihin on yleensä käytetty 
1–2 M rikkihappoa tai perkloorihappoa ja inkubointiaika vaihdellut 1–2 h 80 °C:ssa. Tässä 
työssä käytettiin happohydrolyyseihin 2 M:sta rikkihappoa ja inkubointiaika oli 
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2 h 100 °C:ssa. Esikokeissa matalammalla lämpötilalla tai lyhyemmällä inkubointiajalla 
glukoosin saanto dekstraanistandardien happohydrolysaateissa laski.   
 
Dekstraanistandardien lisäksi tässä tutkielmassa käytettiin maltoosistandardeja, joilla 
pyrittiin ottamaan huomioon etanolilla saostuvan maltoosin määrä. Maltoosistandardit oli 
valmistettu happohydrolyysimääritystä varten. Standardit olivat maltoosi-mMRS-liemiä 
(34 g/l maltoosia), jotka oli fermentoitu samoilla MHB-hapatekannoilla kuin 
SM34-mMRS- ja S-mMRS-liemet. Tässä tutkielmassa havaittiin, että SM34-mMRS-
liemen sakan happohydrolysoiminen tuottaa suuremman glukoosipitoisuuden 
happohydrolysaattiin, kuin sakkaroosista on mahdollista muodostua. Tämä voidaan selittää 
vain siten, että happohydrolyysia edeltänyt sakan peseminen ei poistanut sakasta kaikkea 
maltoosia, vaan osa maltoosista oli happohydrolyysissa hydrolysoitunut ja nostanut 
glukoosin määrää hydrolysaatissa. Tämän hydrolysoituneen maltoosin selvittämiseksi 
luotiin maltoosistandardit. Maltoosistandardien happohydrolysaattien glukoosimäärä 
vähennettiin SM34-mMRS-happohydrolysaattien glukoosimäärästä. Muissa tutkimuksissa 
ei vastaavaa menetelmää ole kuvattu. Tämä johtunee siitä, että happohydrolysoiduissa 
liemissä ei ole ollut yhtä paljon maltoosia kuin tämän työn SM-mMRS-liemessä. Sakan 
puhdistusvaiheessa voidaan käyttää myös dialyysia (Korakli ym. 2001; Schwab ym. 2008), 
jolla sakasta voidaan erottaa HOPS:it omaksi fraktioksi. Tämä metodi ei kuitenkaan 
mahdollista oligosakkaridien ja HOPS:ien samanaikaista happohydrolyysia.   
 
HOPS:eja on vaikeaa erottaa tärkkelysmatriiseista, joten bakteeriperäisten HOPS:ien 
analysoimiseksi on kehitetty entsymaattisia menetelmiä. Dekstraanin entsymaattiseen 
määrittäminen kauralesevellistä perustui Katinan ym. (2009) kehittämään menetelmään, 
jossa pakkaskuivatuista näytteistä määritettiin lineaarisen dekstraanin määrä. 
Entsymaattisia menetelmiä HOPS-rakenteiden määrittämiseksi on käytetty myös muissa 
tutkimuksissa (Schwab ym. 2008; Galle ym. 2010).    
 
3.3.6 Eksosakkarideja tuottavien MHB-kantojen hyötykäyttö 
kauralesevellipohjaisissa elintarvikkeissa  
 
Eksosakkarideja tuottavien hapatteiden positiiviset vaikutukset voidaan jakaa kahteen 
osaan: teknologisiin ja terveysvaikutteisiin. Maitopohjaisissa tuotteissa 
eksopolysakkaridien on todettu vaikuttavan tuotteiden rakenteen muodostumiseen, 
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reologisiin ominaisuuksiin, stabiiliuteen ja suutuntumaan (Hassan ym. 2007; Welman 
2010). Viljafermentoinneissa, jolloin usein puhutaan hapantaikinoista, eksopolysakkaridien 
positiiviset teknologiset vaikutukset ovat liittyneet taikinan parempaan muokkautuvuuteen 
ja suurempaan vedensidontakykyyn, joka voi parantaa suutuntumaa ja hidastaa kuivumista 
(Waldherr ja Vogel 2010).  Myös leivän tilavuuden laajentumisesta ja eksopolysakkaridien 
käytöstä gluteenittomien leipien valmistuksessa on raportoitu (Lacaze ym. 2007; Waldherr 
ja Vogel 2010). Terveysvaikutukset ovat liittyneet fruktaaneihin sekä frukto- ja gluko-
oligosakkarideihin. Viimeaikaisten tutkimusten pohjalta voidaan olettaa, että osa 
oligosakkarideista, kuten panoosi, voi kulkeutua elintarvikkeiden mukana ihmisen 
suolistoon, jossa oligosakkaridit voivat stimuloida suolistossa olevia bifidobakteereita ja 
toimia näin elintarvikkeissa prebiootteina (Dal Bello ym. 2001; Mäkeläinen ym. 2009).  
 
Eksosakkaridien tuottaminen elintarvikkeeseen hapattamisen aikana voi olla 
taloudellisessa mielessä järkevää, koska erikseen ostetut hydrokolloidit voivat lisätä 
kustannuksia. Elintarvikkeisiin lisätyt hydrokolloidit on luokiteltava myös lisäaineiksi 
elintarvikepakkauksen ainesosaluetteloon. Tätä taloudellista näkökohtaa vastaan täytyy 
kuitenkin ottaa huomioon kaikki ne mahdolliset aineet, joita kauralesevelliin on lisättävä, 
jotta bakteerikannat hapattavat matriisin odotetulla tavalla. Tämän tutkielman 
kauralesevelli pohjautui mMRS-alustaan, joka sisältää monia eri vitamiineja ja mineraaleja 
(liite 3). Ilman näitä ravintolisiä ja puskurikapasiteettia lisänneitä aineita bakteerit eivät 
hyvin todennäköisesti olisi kasvaneet ja hapattaneet matriisia yhtä hyvin, jolloin myöskään 
mainittavaa eksosakkaridisynteesiä ei todennäköisesti olisi tapahtunut. On siis tärkeää, että 
näitä ravinnerikkaita raaka-aineita pyritään karsimaan. Tutkimusta edeltäneessä 
esikokeessa kaikilla yhdeksällä bakteerikannalla hapatettiin kauralesevelli, johon ei lisätty 
mMRS-alustoihin kuuluvia aineita sokereita lukuun ottamatta. Vellimatriisien happamuus 
jäi selvästi yli pH:n 4,5 ja bakteerimäärät eivät yltäneet 1 × 10
7
 pmy:n/g tasolle.  Toisaalta 
mMRS-pohja oli suunniteltu antamaan mille tahansa MHB-kannalle sen tarvitsemat 
ravintoaineet, joten tarvittavien mMRS-materiaalien määrää voidaan todennäköisesti 
vähentää sopivimman eksosakkarideja tuottavan kannan löydyttyä. 
 
mMRS-komponenttien lisäksi myös sakkaroosin ja maltoosin pitoisuus ovat tärkeitä 
tekijöitä eksosakkaridien synteesissä. Sakkaroosin ja maltoosin pitoisuus asettavat rajan 
sille, kuinka paljon eksosakkarideja voi elintarvikkeeseen muodostua. Toisin sanoen 
glukoosi- tai fruktoosimonomeerejä ei voi polymeroitua sakkaroosimolekyyleistä enempää, 
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kuin mitä sakkaroosimolekyylejä elintarvikematriisissa on. Toisaalta sukraasientsyymeillä 
on oma optimi-pH:nsa, jossa ne ovat aktiivisimmillaan. Kaditzky ja Vogel (2008) 
raportoivat, että ainakin joidenkin Lb. reuteri- ja Lb. sanfranciscensis -kantojen glukaani- 
ja fruktaanisukraanien optimi-pH polymeroitumisprosessille fermentoinnin aikana on 4,6 
ja pH:ssa 4,0 MHB-kantojen HOPS-tuotto on jo lähinnä olematonta. Happamoitumisen 
nopeus on riippuvainen hapatekannan hapontuotosta ja elintarvikematriisin 
puskurikapasiteetista. Mikäli sukraasit eivät ehdi polymeroida kaikkea glukoosia tai 
fruktoosia sakkaroosimolekyyleistä ennen inaktivoitumistaan, määrittää myös sakkaroosin 
ja maltoosin pitoisuus sitä, kuinka paljon eksosakkarideja ehtii muodostua. Mitä enemmän 
vapaata sakkaroosia on matriisissa, sitä nopeammin sakkaroosimolekyylit ajautuvat 
sukraasientsyymien katalyyttiseen keskukseen ja sitä nopeammin muodostuu 
eksosakkarideja. Toisaalta suurissa sakkaroosipitoisuuksissa voi sakkaroosia jäädä myös 
hydrolysoitumatta, koska elintarvikematriisin hapattuessa sekä bakteerin että 
sukraasientsyymien sakkaroosin kulutus hidastuu ja lopulta loppuu. Jäljelle jäävällä mono- 
ja disakkaridien pitoisuuksilla on todennäköisesti lopputuotteen ominaisuuksien, kuten 
maun ja taloudellisten tekijöiden, kannalta merkitystä. 
 
W. cibaria 10M -kannalla hapatettuja vellejä lukuun ottamatta sakkaroosin kulutus oli 
lähes 100 % maltoosia sisältäneissä velleissä (liitteet 5 ja 6). On siis mahdollista, että 
eksosakkaridien saantoa pystyttäisiin lisäämään maltoosia sisältäneissä velleissä 
sakkaroosin määrää lisäämällä Katinan ym. (2009) raportoimalle tasolle. 
Katina ym. (2009) raportoivat W. confusa DSM 20194 -kannan 
tuottaneen 11-16 g dekstraania/kg kuivattua hapantaikinaa kohti huomattavasti 
suuremmalla sakkaroosimäärällä (10 % taikinan kuiva-aineen painosta). Schwab ym. 
(2008) raportoivat Lb. reuteri LTH 5448 -kannan tuottaneen frukto-oligosakkarideja ja 
1,5 g levaania/kg kuivattua kvinoahapantaikinaa kohti.  Taikina sisälsi kuiva-aineen 
painosta 15 % sakkaroosia.   
 
Sen sijaan S-mMRS vellissä (liite 5) sakkaroosin kulutus oli W. confusa DSM 20194:llä 
vain noin 76 % ja SM-mMRS-liemessä Lb. reuteri LTH 5448 sakkaroosin kulutus oli vain 
noin 60 %. Ei-optimaalisesta sakkaroosin kulutuksesta huolimatta eksosakkarideja voi 
syntetisoitua enemmän myös näissä matriiseissa sakkaroosin määrää nostamalla, koska 
suurempi sakkaroosipitoisuus matriisissa mahdollisesti nopeuttaa polymeroitumisreaktiota. 
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Tämän tutkielman koeosaan nojautuen on perusteltua olettaa, että 
W. confusa DSM 20194-, Lb. reuteri LTH 5448- ja Lb. reuteri FUA 3048 -kantoja 
voitaisiin hyödyntää eksosakkarideja tuottavina hapatteina kauralesevellipohjaisissa 
elintarvikkeissa. Mainitut kannat hapattivat mMRS-kauralesevellin 20 h:ssa ja 
syntetisoivat todistetusti gluko-oligosakkarideja ja todennäköisesti hetero-oligosakkarideja. 
W. confusa DSM 20194 syntetisoi myös huomattavan määrän dekstraania kauralesevelliin. 
Myös Lb. reuteri -hapatekantojen HOPS-tuotto on hyvin todennäköinen mMRS-liemien 
happohydrolyysitulosten perusteella ja korkean sakkaroosin kulutuksen perusteella 
vellimatriiseissa. Muiden kuin W. confusa DSM 20194:n HOPS-tuotolle ei tutkimusta 
varten ollut olemassa spesifistä entsyymiavusteista määritysmenetelmää. Elintarvikkeen 
MHB-hapatekannalta vaaditaan kuitenkin monia ominaisuuksia, kuten sopivan maun, 
metaboliatuotteiden, happamuuden yms. tuottaminen elintarvikkeeseen mahdollisesti 
yhdessä muiden bakteerikantojen kanssa. Juuri tietynlaisen elintarvikkeen kehittämiseksi 
on lisätutkimus tarpeen. 
 
Runsaasti β-glukaania sisältävistä kauralesejauhoista valmistetussa vellissä suurin 
mahdollisuus eksosakkaridien tuottavien MHB:ien suhteen on ehkä niiden 
oligosakkaridisynteesi ja oligosakkaridien prebioottiset vaikutukset. Runsas liisteröityneen 
tärkkelyksen ja β-glukaanin määrä tuottaa jo itsessään varsin viskoosin matriisin, joskin 
elintarvikkeen vedensidontakyky voi kasvaa HOPS-synteesin kautta, mikä puolestaan voi 
mm. pidentää tuotteen säilyvyyttä (Ruas-Madiedo ja Reyes-Gavilan 2005; Waldherr ja 
Vogel 2010). Oligosakkaridien prebioottisuutteen liittyvä tutkimus on parhaillaan 
tiedeyhteisössä ajankohtaista. Edellä mainitun Mäkeläisen ym. (2009) tutkimuksen lisäksi 
esimerkiksi Grimoud ym. (2010) tarkastelivat malto-oligosakkaridien soveltuvuutta 
probioottisten bakteerikantojen hiilen lähteeksi. Kyseisissä tutkimuksissa probioottiset 
bifidobakteerit ja laktobasillit ovat kyenneet fermentoimaan huomattavan määrän 
eripituisia dekstraani- ja alternaanisukraasien polymeroimia malto-oligosakkarideja. Tämä 
on johtanut ajatukseen, että mahdollisesti elintarvikkeissa voitaisiin käyttää hyödyksi 
hapatteita, jotka sisältävät sekä probioottisia MHB-kantoja että prebioottisia 
oligosakkarideja tuottavia MHB-kantoja (Grimoud ym. 2010). Laboratorio-olosuhteissa 
monet probioottisiksi luokitellut bakteerikannat kykenevät siis fermentoimaan malto-
oligosakkarideja, mutta toistaiseksi puuttuvat vielä laajat kliiniset tutkimukset MHB-
peräisten oligosakkaridien vaikutuksista ihmisen suolistossa. Joka tapauksessa MHB:ien 
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tuottamista oligosakkarideista voi olla hyötyä jo itse elintarvikkeessa eksosakkarideja 
fermentoiville ja probioottisiksi luokitelluille bakteerikannoille.    
 
Myös tämän tutkielman tulosten pohjalta voidaan päätellä, että jo yhden vahvan 
vastaanottajamolekyylin, kuten maltoosin, lisääminen voi tuottaa elintarvikematriisiin 
useita eripituisia malto-oligosakkarideja. Sitä myötä, kun tietomme suolistomme 
bakteerikantojen ja potentiaalisten hapatekantojen metaboliasta lisääntyy, sitä suuremmiksi 
muodostuvat mahdollisuudet prebioottisten oligosakkaridien hyödyntämiseksi. Runsaasti 
β-glukaania ja ravintolisiä sisältävä mMRS-kauralesevelli osoittautui myös potentiaaliseksi 
lähtöalustaksi eksosakkaridisynteesin pohjautuvan funktionaalisen elintarvikkeen 
kehittämiselle. 
 
4 PÄÄTELMÄT 
 
Yhdeksästä tutkimukseen valitusta MHB-kannasta neljän todettiin syntetisoivan 
sakkaroosista eksosakkarideja mMRS-kasvualustoilla. Nämä neljä kantaa olivat 
W. cibaria 10M, W. confusa DSM 20194, Lb. reuteri LTH 5448 ja Lb. reuteri FUA 3048. 
S-mMRS-liemessä W. cibaria 10M, W. confusa DSM 20194 ja Lb. reuteri FUA 3048 
syntetisoivat eksosakkarideja noin 2,0 g/l ja Lb. reuteri LTH 5448 0,85 g/l. Maltoosia 
34 g/l sisältävässä SM-mMRS-liemessä kaikki hapatekannat syntetisoivat malto-
oligosakkarideja. Lb. reuteri LTH 5448:n syntetisoima oligosakkaridi SM-mMRS-liemessä 
oli todennäköisesti erloosi, muut hapatekannat syntetisoivat panoosia ja sen johdannaisia.  
Lb. reuteri LTH 5448 saattoi syntetisoida myös pieniä määriä nystoosia ja 1-kestoosia 
maltoosittomiin matriiseihin. 
 
mMRS-pohjaan valmistettuja kauralesevellejä hapatettiin 20 h:n ajan edellä mainituilla 
MHB-hapatekannoilla. Kannat hapattivat vellit hyvin kuluttaen W. cibaria 10M -kantaa 
lukuun ottamatta lähes kaiken sakkaroosin (noin 25 g/l). W. confusa DSM 20194 
syntetisoiman dekstraanin pitoisuus mitattiin spesifisellä entsyymiavusteisella 
menetelmällä hapatetuista ja pakkaskuivatuista kauralesevelleistä. W. confusa DSM 20194 
syntetisoi dekstraania sakkaroosista tehokkaasti mMRS-velleissä, mutta maltoosin 
lisääminen velliin heikensi dekstraanin saantoa maltoosin 34 g:n/l pitoisuudessa. Sitä 
vastoin maltoosin lisääminen S-mMRS-liemeen ei vähentänyt dekstraanin määrää. 
HPAEC-PAD-oligosakkaridiprofiilit osoittivat, että W. confusa DSM 20194, W. cibaria 
10M ja Lb. reuteri FUA 3048 syntetisoivat maltoosia sisältäneisiin velleihin runsaasti 
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panoosia ja 1–3 glukoosiyksikköä panoosia pidempiä gluko-oligosakkarideja kuten myös 
maltoosia sisältäneissä mMRS-liemissä. Lb. reuteri LTH 5448 syntetisoi myös 
kauralesevellissä todennäköisesti erloosia. Eksosakkaridisynteesi ei siis poikennut 
huomattavasti mMRS-liemi- ja mMRS-vellihapattamisten välillä W.confusa DSM 20194:n 
dekstraanin polymeroitumisen vähentymistä SM34-mMRS-vellissä lukuun ottamatta.  
 
Maltoosin lisääminen yli 25 g/l maltoosin pitoisuuden siis laski W. confusa DSM 20194 
-kannan tuottaman dekstraanin määrää vellimatriisissa. Maltoosin lisääminen käynnisti 
kaikissa MHB-hapattamisissa malto-oligosakkaridisynteesin.   Tulosten perusteella tässä 
tutkielmassa käytetyillä kannoilla voidaan tuottaa eksosakkarideja kauralesevellimatriisiin, 
mikäli kauralesevelli sisältää MHB:ien tarvitsemat ravinteet ja tarvittavan 
puskurikapasiteetin. Matriisin puskurikapasiteetti ja bakteerikantojen tarvitsemien 
ravintoaineiden, kuten vitamiinien, riittävyys nousevat kynnyskysymyksiksi 
eksosakkaridien tuoton kannalta. Jatkotuotekehitystä tarvitaan aistinvaraisten 
ominaisuuksien, tuotantoparametrien ja raaka-aineiden optimoinnin suhteen. Myös 
bakteeriperäisten oligosakkaridien prebioottisten vaikutusten selvittäminen on 
tiedeyhteisössä ajankohtaista. 
 
Tutkielman tulosten perusteella eksosakkaridisynteesin hyödyntäminen esimerkiksi tässä 
tutkielmassa käytetyssä ravinnerikkaassa kauralesevellissä vaikuttaa mahdolliselta. 
Eksosakkaridisynteesin lopputuotteet ovat kuitenkin riippuvaisia MHB-kannan erittämän 
sukraasin tai sukraasien ominaisuuksista ja vastaanottajamolekyyleistä.  
 
Yleisesti ottaen lähtökohta eksosakkaridisynteesin tulevalle hyödyntämiselle on se, että 
mahdollisuuksia on paljon teknologisista vaikutuksista prebioottisiin ominaisuuksiin. Myös 
eksosakkaridisynteesiin kykeniviä MHB-kantoja tunnetaan paljon. Tämä lisää työtä ja 
toisaalta mahdollisuuksia löytää sopivin hapatekanta toivottuun elintarvikematriisiin. 
Hyödyllisten, eksosakkarideja tuottavien MHB-kantojen kartoittamisessa saattaa helpottaa 
tieto, että MHB-kannan eksosakkaridisynteesin lopputuotteet eivät välttämättä eroa 
suuresti elintarvikematriisien välillä, mutta maltoosin todettiin tässä työssä vaikuttaneen eri 
tavoin W. confusa DSM 20194 syntetisoiman dekstraanin määrään liemi- ja vellimatriisien 
välillä. Eksosakkaridisynteesiin liittyvän tutkimuksen jatkuessa tiedeyhteisössä tieto eri 
matriisien ja vastaanottajamolekyylien vaikutuksesta eksosakkaridisynteesiin tulee 
lisääntymään, mikä on tärkeää suunnitelmille eksosakkaridisynteesin hyödyntämiseksi.      
79 
 
 
 
Lähdeluettelo 
Arguello Morales MA, Remaud-Siméon M, Willemot RM, Vignon MR, Monsan P. 2001. Novel 
oligosaccharides synthesized from sucrose donor and cellobiose acceptor by alternansucrase. Carbohydr Res 
331: 403-11. 
Axelsson L. 2004. Lactic acid bacteria: classification and physiology. Teoksessa: Salminen S, von Wright A, 
Ouwehand A, toim. Lactic Acid Bacteria: Microbiological and Functional Aspects. 3. p. New York, NY, 
USA: Marcel Dekker Inc. s 1-66.  
Beasley S. 2005.  Isolation, identification and exploitation of lactic acid bacteria from human and animal 
microbiota. Väitöskirja, maatalous-metsätieteellinen tiedekunta, elintarvike- ja ympäristötieteiden laitos, 
Helsingin yliopisto. 
Bounaix M-S, Gabriel V, Morel S, Robert H, Rabier, P, Remaud-Siméon, Gabriel B, Fontagné-Faucer C. 
2009. Biodiversity of exopolysaccharides produced from sucrose by sourdough lactic acid bacteria. J Agric 
Food Chem 57:10889-97. 
Bozonnet S, Dols-Laffargue M, Fabre E, Pizzut S, Remaud-Siméon S, Monsan PF, Willemot RM. 2002. 
Molecular characterization ofDSR-E, an α-1,2 linkage-synthesizing dextransucrase with two catalytic 
domains. J Bacteriol 184:5753-61.  
Cote GL, Dunlap CA. 2003. Alternansucrase acceptor reactions with methyl hexopyranosides. Carbohydr 
Res 338: 1961-67.  
Chambert R, Petit-Glatron MF. 1991. Polymerase and hydrolase activities of Bacillus subtilis levansucrase 
can be seperately modulated by site-directed mutagenesis. Biochem J 279: 35-41. 
Demuth K, Jordening HJ, Buchholz K. 2002. Oligosaccharide synthesis by dextransucrase: new unconvential 
acceptors. Carbohydr Res 337: 1811-20. 
Deutsch SM, Falentin H, Dols-Lafargue M, LaPointe G, Roy D. 2008. Capsular exopolysaccharides 
biosynthesis gene of Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii. Int J Food Microbiol 125: 352-58. 
De Vuyst L, Vancanneyt M. 2007. Biodiversity and identification of sourdough lactic acid bacteria. Food 
Microbiol 24(2): 120-27. 
De Vuyst L, Neysens P. 2005. The sourdough microflora: biodiversity and metabolic interactions. Trends 
Food Sci Technol 16: 43–56. 
Di Cagno R, De Angelis M, Limitone A, Minervini F, Carnivale P, Corsetti A, Gänzle M, Ciati R, Gobetti 
M. 2006. Glucan and fructan production by sourdough Weissella cibaria and Lactobacillus plantarum. J 
Agric Food Chem 54: 9873-81. 
Dlusskaya E, Jänsch A, Schwab C, Gänzle MG. 2008, Microbial and chemical analysis of a kvass 
fermentation. Eur Food Res Technol 227: 261-66. 
Dols M, Simeon MR, Willemot RM, Vignon MR, Monsan PF. 1997. Structural charectirization of the 
maltose acceptor-products synthesized by Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1299 dextransucrase. 
Carbohydr Res 305: 549-59. 
80 
 
 
 
Dols-Lafargue M, Willemot RM, Monsan PF, Remaud-Simeon M. 2001. Factors affecting α, -1, 2 
glucooligosaccharide synthesis by Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1299 dextransucrase. Biotechnol 
Bioeng 74: 498-504. 
Duenas-Chasco MT, Rodriguez-Carvajal MA, Tejero-Mateo P, Franco-Rodriguez G, Esparto JL, Irastorza-
Iribas A, Gil-Serrano AM. 1997. Structural analysis of the exopolysaccharide produced by Pediococcus 
damnosus 2.6. Carbohydr Res 303: 453-58. 
Duenas-Chasco MT, Rodriguez-Carvajal MA, Tejero-Mateo P, Franco-Rodriguez G, Esparto JL, Irastorza-
Iribas A, Gil-Serrano. 1998. Structural analysis of the exopolysaccharide produced by Lactobacillus sp. G-
77. Carbohyd Res 310: 269-76. 
Ehrmann MA, Vogel RF. 2005. Molecular taxonomy and genetics of sourdough lactic acid bacteria. Trends 
Food Sci Technol 16: 31-42. 
Fu DT, Robyt JF. 1991. Maltodextrin acceptor reactions of Streptococcus mutans 6715 glucosyltransferases. 
Carbohydr Res 217: 201-11. 
Galle S, Schwab C, Arendt E, Gänzle M. 2010. Exopolysaccharide-forming Weissella strains as starter 
cultures for sorghum and wheat sourdoughs. J Agric Food Chem 58: 5834-41. 
Garvie IE. 1976. Hybridization between the deoxyribonucleic acids of some strains of heterofermentative 
lactic acid bacteria. Int J Syst Bacteriol 26: 116-22. 
 
Gerez CL, Cuezzo S, Rollan G, Font de Valdez g. 2008. Lactobacillus reuteri CRL1100 as starter culture for 
wheat dough fermentation. Food Microbiol 25: 253-59. 
Grimoud J, Durand H, Courtin C, Monsan P, Ouame F, Vassilia T, Roques C. 2010. In vitro screening of 
probiotic lactic acid bacteria and prebiotic glucooligosaccharides to select effective synbiotics. Anaerobe 16: 
493-500. 
Gänzle MG, Schwab C. 2009. Ecology of polysaccharide formation by lactic acid bacteria: sucrose 
utilization, stress tolerance and biofilm formation.Teoksessa: Ullrich M. toim. Bacterial polysaccharides. 
Norfolk, UK: Caister Academic Press. s 263-78. 
Gänzle MG, Zhang C, Monang BS, Lee V, Schwab C. 2009. Novel metabolities from cereal-associated 
lactobacilli – Novel functionalities for cereal products? Food Microbiol 26: 712-19.  
Gänzle MG. 2009. From gene to function: metabolic traits of starter cultures for improved quality of cereal 
foods. Int J Food Microbiol 134: 29-36. 
Kaditzky S, Behr J, Stocker A, Kaden P, Gänzle MG, Vogel RF. 2008. Influence of pH on the formation of 
glucan by Lactobacillus reuteri TMW 1.106 exerting a protective function against extreme pH values. Food 
Biotechnol 22: 398-418. 
Kaditzky S. 2008. Sucrose metabolism in lactobacilli and bifidobacteria. Väitöskirja, Techniche universität 
München. 
Kaditzky S, Vogel RF. 2008. Optimization of exopolysaccharide yields in sourdoughs fermented by 
lactobacilli. Eur Food Res Technol 228: 291-99. 
81 
 
 
 
Kang HK, Seo MY, Seo ES, Kim DS, Chung SY, Kimura A, Day DF, Robyt JF. 2005. Cloning and 
expression of levansucrase from Leuconostoc mesenteroides B-512 FMC in Escherichia coli. Biochim 
Biophys Acta 1727: 5-15.  
Katina K, Maina NH, Juvonen R, Flander L, Johansson L, Virkki L, Tenkanen M, Laitila A. 2009. In situ 
production and analysis of Weissella confusa dextran in wheat sourdough. Food Microbiol 26: 734-43. 
Khan T, Park JK, Kwon JH. 2007. Functional biopolymers produced by biochemical technology considering 
applications in food engineering. J Chem Eng 24: 816-26.  
Kim YM, Park JP, Sinha J, Lim KH, Yun JW. 2001. Acceptor reactions of a novel transfructosyltaing 
enzyme from Bacillus sp. Biotechnol Lett 23: 13-16. 
Koepsell HJ, Tsuchiya HM, Hellmann NN, Kazenko A, Hoffman CA, Sharpe ES, Jackson RW. 1953. 
Enzymatic synthesis of dextran acceptor specifity and chain initiation. J Biol Chem 200: 793-801. 
Korakli M, Vogel RF. 2006. Structure / function relationship of homopolysaccharide producing 
glycansucrases and therapeutic potential of their synthesised glycans. Appl Microbiol Biotechnol 71: 
790-803. 
Korakli M, Pavlovic M, Gänzle MG, Vogel RF. 2003. Exopolysaccharide and kestose production by 
lactobacillus sanfranciscensis LTH2590. Appl Environ Microbiol 69: 2073-79. 
Korakli M, Rossmann A, Gänzle MG, Vogel RF. 2001. Sucrose metabolism and exopolysaccharide 
production in wheat and rye sourdoughs by Lactobacillus sanfranciscensis. J Agric Food Chem 69: 945-52. 
Kralj S, Stripling E, Van Geel-Schutten GH, Van Der Maarel MJEC, Dijkhuizen L. 2005. Highly hydrolytic 
reuteransucrase from probiotic Lactobacillus reuteri strain ATCC 55730. Appl Environ Microbiol 71: 
3942-50.  
Kralj S, Van Geel-Schutten GH, Van Der Maarel MJEC, Dijkhuizen L 2004a. Biochemical and molecular 
characterization of Lactobacillus reuteri 121 reuteransucrase. Microbiol 150: 2099-112. 
Kralj S, Van Geel-Schutten H, Dondorff MMG, Kirsanovs S, Van Der Maarel MJEC, Dijkhuizen L. 2004. 
Glucan synthesis in the genus Lactobacillus: isolation and characterization of glucansucrase genes, enzymes 
and glucan products from six different strains. Microbiol 150: 3681-90.  
Lacaze G, Wick M, Cappelle S. 2007. Emerging fermentation technologies: development of novel 
sourdoughs. Food Microbiol 24: 155-60. 
Maina NH, Tenkanen M, Maaheimo H, Juvonen R, Virkki L. 2008. NMR spectroscopic analysis of 
exopolysaccharides produced by Leuconostoc citreum and Weissella confuse. Carbohydr Res 343: 1446-55. 
Meulenbeld GH, Hartmans S. 2000. Transglycosylation by Streptococcus mutans GS-5 glycosyltransferase-
D: acceptor specifityand engineering of reaction conditions. Biotechnol Bioeng 70: 363-69. 
Minervini F, De Angelis M, Surico RF, Di Cagno R, Gänzle M, Gobbetti M. 2010.Highly efficient synthesis 
of exopolysaccharides by Lactobacillus curvatus DPPMA 10 during growth in hydrolyzed wheat flour agar. 
Int J Food Microbiol 141: 130-35. 
82 
 
 
 
Monsan P, Remaud-Siméon M, André I. 2010. Transglucosidases as efficient tools for oligosaccharide and 
glucoconjugate synthesis. Microbiol 13: 1-8. 
Monsan P, Bozonnet S, Albenne C, Joucla G, Willemot R-M, Remaud-Siméon M. 2001. 
Homopolysaccharides from lactic acid bacteria. Int Dairy J 11: 675-85. 
Mäkeläinen H, Hasselwander O, Rautonen N, Ouwehand AC. 2009. Panose, a new prebiotic candidate. 
Letters Appl Microbiol 49: 666-72.  
Niven CF, Evans JB. 1957. Lactobacillus viridescens nov. spec., a heterofermentative species that produces a 
green discoloration of cured meat pigments. J Bacteriol 73: 758-59. 
Olivares-Llana V, Watcher-Rodarte C, Le Borgne S, López-Munguia A. 2002. Characterization of a cell-
associated inulosucrase from a novel source: A Leuconostoc citreum strain isolated from Pozol, a fermented 
corn beverage of Mayan origin. J Ind Microbiol Biotechnol 28: 112-17. 
Perez-Oseguera MA, Guoreca , Lopez-Munguia A. 1996. Properties of levansucrase from Bacillus circulans. 
Appl Microbiol Biotechnol 45: 465-71. 
Pot B, Tsakalidou E. 2009. Taxonomy and metabolism of Lactobacillus.  Teoksessa: Ljungh Å, Wadström T. 
Toim. Lactobacillus molecular biology from genomics to probiotics. Norfolk, UK: Caister Academic Press. 
s 3-58. 
Rantanen H, Virkki L, Tuomainen P, Kabel M, Schols H, Tenkanen M. 2007. Preparation of 
arabinoxylobiose from rye xylan using family 10 Aspergillus aculeatus  
endo-1,4-?-d-xylanase. Carbohydr Polym 68: 350-59. 
Rosell CM, Rojas JA, Benedito de Barber C. 2001. Influence of hydrocolloids on dough rheology and bread 
quality. Food Hydrocolloids 15: 75-81. 
Remaud-Siméon M, Willemot RM, Sarcabal P, de Montalk GP, Monsan P. 2000. Glucansucrases: molecular 
engineering and oligosaccharide synthesis. J Mol Catal B-Enzym 10: 117-27. 
Richard G, Morel S, Willemot RM, Monsan PF, Remaud-Simeon M. 2003. Glycosylation of α-butyl and α-
ocyl-d-glucopyranosides by dextransucrase and alternansucrase from leuconostoc mesenteroides. Carbohydr 
Res 338: 855-64. 
Ruas-Madiedo P, Salazar N, de los Reyes-Gavilán CG. 2009. Biosynthesis and chemical composition of 
exopolysaccharides produced by lactic acid bacteria. Teoksessa: Ullrich M. toim. Bacterial polysaccharides. 
Norfolk, UK: Caister Academic Press. s 279-310. 
Salovaara H. 2004. Lactic acid bacteria in cereal-based products. Teoksessa: Salminen S, von Wright A, 
Ouwehand A, toim. Lactic Acid Bacteria: Microbiological and Functional Aspects. 3.p. New York, NY, 
USA: Marcel Dekker Inc. s 431-50 
Salovaara H, Simonson L. 2004. Fermented cereal-based functional foods. Teoksessa: Hui YH, Meunier-
Goddik L, Hansen ÅS, Josephsen J, Nip W-K, Stanfield PS, Toldra F. toim. Handbook of food and beverage 
fermentation technology.  New York, NY, USA: CRC Press. 
83 
 
 
 
Schwab C, Mastrangelo M, Corsetti A, Gänzle MG. 2008. Formation of oligosaccharides and 
polysaccharides by Lactobacillus reuteri LTH5448 and Weissella cibaria 10M in sorghum sourdoughs. 
Cereal Chem 85: 679-84.  
Schwab C, Gänzle MG. 2006. Effect of membrane lateral pressure on the expression of fructosyltransferases 
in Lactobacillus reuteri. Sys Appl Microbiol 29: 89-99. 
Stolz P. 2003. Biological fundamentals of yeast and lactobacilli fermentation in bread dough. Teoksessa: 
Kulp K, Lorentz K. Toim. Handbook of dough fermentations. New York, NY, USA: Marcel Dekker Inc. s 
25-46. 
Takehiro U, Teruo N, Akemi W, Terumi U, keksijät. 1994. Modifier for frozen bread dough and production 
of frozen bread dough. Japanilainen patentti 08009892 A. 
Tanaka T, Yamamoto S, Oi S, Yamamoto T. 1981. Structures of heterooligosaccharides synthesized by 
levansucrase. J Biochem 90: 521-26.  
Tieking M, Gänzle MG. 2005. Exopolysaccharides from cereal associated lactobacilli. Trends Food Sci 
Technol 16: 79-84. 
Tieking M, Kuhnl W, Gänzle MG. 2005. Evidence for formation of heterooligosaccharides by Lactobacillus 
sanfranciscensis during growth in wheat sourdough. J Agric Food Chem 53: 2456-61. 
Tieking M, Ehrmann MA, Vogel RF, Gänzle MG. 2004. Molecular and functional characterization of a 
levansucrase from the sourdough isolate Lactobacillus sanfranciscensis TMW 1.392. Appl Microbiol 
Biotechnol 66: 655-63. 
Tieking, M., Korakli, M., Ehrmann, M.A., Gänzle, M.G. ja Vogel, R.F. 2003. In situ production of 
exopolysaccharides during sourdough fermentation by cereal and intestinal isolates of lactic acid bacteria. 
Appl Environ Microbiol 69: 945-52. 
van Geel-Schutten, G.H., Flesch, F., ten Brink, B., Smith, M.R. ja Dijkhuizen, L. 1998. Screening and 
characterization of Lactobacillus strains producing large amounts of exopolysaccharides. Appl Microbiol 
Biotechnol 50: 697-703.  
van Hijum SAFT, Kralj S, Ozimek LK, Dijkhuizen L, van Geel-Schutten IGH. 2006. Structure-function 
relationships of glucansucrase and fructansucrase enzymes from lactic acid bacteria. Microbiol Mol Biol Rev 
70: 157-76. 
van Hijum SAFT, van der Maarel MJEC, Dijkhuizen L. 2002. Kinetic properties of an inulosucrase from 
Lactobacillus reuteri 121.  FEBS Lett 534: 207-10. 
van Hijum SAFT, Bonting K, Van Der Maarel MJEC, Dijkhuizen L. 2001. Purification of a novel 
fructosyltransferase from Lactobacillus reuteri strain 121 and characterization of the levan produced. FEMS 
Microbiol Lett 205: 323-28. 
van Leeuwen SS, Kralj S, van Geel-Schutten IH, Gerwig GJ, Dijkhuizen L, Kamerling JP. 2008a. Structural 
analysis of the a-D-glucan (EPS180) produced by the Lactobacillus reuteri strain 180 glucansucrase 
GTFA180 enzyme. Carbohydr Res 343: 1237-50. 
84 
 
 
 
van Leeuwen SS, Kralj S, van Geel-Schutten IH, Gerwig GJ, Dijkhuizen L, Kamerling JP. 2008b. Structural 
analysis of the a-D-glucan (EPS35-5) produced by the Lactobacillus reuteri strain 35-5 glucansucrase GTFA 
enzyme. Carbohydr Res 343: 1251-65. 
Waldherr FW, Vogel RF. 2009. Commercial exploitation of homoexopolysaccharides in non-dairy food 
systems.Teoksessa: Ullrich M. toim. Bacterial polysaccharides. Norfolk, UK: Caister Academic Press. 
s 312-29. 
Wang Y, Gänzle MG, Schwab C. 2010 Exopolysaccharide synthesized by Lactobacillus reuteri decreases the 
ability of enterotoxigenic Eschericia coli to bind to porcine erythrocytes. Appl Environ Microbiol 76: 
4863-66. 
Welman AD. 2010. Exploitation of exopolysaccharides from lactic acid bacteria: nutritional and functional 
benefits.  Teoksessa: Ullrich M. toim. Bacterial polysaccharides. Norfolk, UK: Caister Academic Press. 
s 331-43. 
Werning ML, Ibarburu I, Duenas MT, Irastorza A, Navas J, Lopez P. 2006. Pediococcus parvulus gtf gene 
encoding the GTF glycosyltransferase and its appolication for the specific PCR detection of β-d-glucan-
producing bacteria in foods and beverages. J Food Prot 69: 161-69. 
Yasushi M, Akifumi Y, keksijät. 1993. Bread dough improver and production of bread dough. Japanilainen 
patentti 07046956A. 
Yoon SH, Fulton DB, Robyt JF. 2004. Enzymatic synthesis of two salicin analogues by reaction of salicyl 
alcohol with Bacillus macerans cyclomaltodextrin glycanyltransferase and Leuconostoc mesenteroides B-
742CB dextransucrase. Carbohydr Res 339: 1517-29. 
 
 
 
 
 
 
 
85 
 
 
 
Liitteet 
 
Liite 1. Tutkielmaa varten valmistettujen kasvatusalustojen sokerien pitoisuudet ja sokereiden valmistajat. 
 S-mMRS 
liemi 
M-
mMRS 
liemi 
SM-
mMRS 
liemi 
GFM-
mMRS 
liemi 
S-
mMRS 
velli 
SM25-
mMRS 
velli 
SM34-
mMRS 
velli 
S-
mMRS 
malja 
SM-
mMRS 
malja 
GFM-
mMRS 
malja 
Glukoosia 
10 g/l 
   x      x 
Fruktoosia 
10 g/l 
   x      x 
Maltoosia 
10 g/l 
   x      x 
Sakkaroosia 
25 g/l 
x  x  x x x x x  
Maltoosia 
25 g/l 
     x   x  
Maltoosia 
34 g/l 
 x x    x    
 
Sokeri Valmistaja ja lisätiedot 
Glukoosi Analar (BDH Laboratory Supplies Poole, Englanti) 
Fruktoosi Merck (Darmstadt, Saksa) 
Maltoosi Sigma (St. Louis, Yhdysvallat) 
Sakkaroosi  Suomen sokeri (Dansukker taloussokeri, Kantvik, 
Suomi) 
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Liite 2. mMRS-peruspohjan koostumus ja aineosien valmistajat. 
mMRS-perusalusta g/l Valmistaja ja lisätiedot 
10 g peptonia Lab M (Balanced peptone No:1) 
5 g lihauutetta Lab M (Topley House, Bury, Iso-
Britannia) 
5 g hiivauutetta Lab M 
4 g KH2PO4 Merck (Darmstadt, Saksa) 
3 g NH4Cl Merck 
2,6 g K2HPO4 × 3 H2O Merck 
1 ml TWEEN 80 Sigma (St. Louis, Yhdysvallat) 
0,1 g MgSO4 × 7 H2O Merck 
0,05 g MnSO4 × H2O Merck 
0,5 g L-kysteiinia  Sigma 
15 g agaria (vain alustoihin) Lab M (Agar No:1) 
35 g kauralesejahoja (vain 
velleihin)  
CreaNutrition (Oatwell 14%, Zug, 
Sveitsi) 
1 ml vitamiinistokki mg / ml 
0,2 mg nikotiinihappoa Merck 
0,2 mg D-pantoteenihappoa Sigma 
0,2 mg foolihappoa (98 %) Sigma 
0,2 mg tiamiinia (B1) Sigma 
0,2 mg riboflaviinia (B2) Sigma 
0,2 mg D(+)-biotiinia Merck 
0,2 mg kapanokobalamiinia (B12) Sigma 
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Liite 3. Kauralesejauhojen (Oatwell 14 %) ravintoarvot 
Kemialliset ominaisuudet  
 Proteiinia 21 % 
 Hiilihydraatteja 34 % 
 Ravintokuitua 30 % 
 Liukoista kuitua 14 % 
 β-glukaania 14 % 
 Rasvaa 4 % 
 Vesipitoisuus 4 % 
 Energiaa 267 kcal / 100 g 
Vitamiinit ja mineraalit / 100 g  
 Natriumia 6 mg 
 Magnesiumia 200 mg 
 Kalsiumia 90 mg 
 Kaliumia 600 mg 
 Rautaa 7 mg 
 Sinkkiä 4 mg 
 Tiamiinia (B1) 0,3 mg 
 Riboflaviinia (B2) 0,9 mg 
 Pyridoksiinia (B6) 0,2 mg 
 Foolihappoa 44 µg 
 Vitamiini E 5,3 mg 
Rasvahappoja / 100 g  
 Tyydyttyneitä rasvahappoja 0,9 g 
 Monityydyttämättömiä rasvahappoja 1,9 g 
 Kertatyydyttämättömiä rasvahappoja 2,1 g 
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Liite 4. Eksosakkaridien saanto, pH ja sakkaroosin kulutus S-mMRS- ja SM-mMRS-liemissä. 
Eksosakkaridien saanto, pH ja sakkaroosin kulutus sakkaroosi-mMRS-liemessä (S-mMRS, sakkaroosia 25 g/l) 20 h:n fermentoinnin, etanolisaostuksen ja happohydrolyysin jälkeen. 
Eksosakkaridien pitoisuus ja sakkaroosin kulutus on laskettu alkuperäiseen S-MRS-kasvatusliemeen nähden. pH on mitattu kasvatusliemestä hapattamisen ja sentrifugoinnin jälkeen. 
Taulukossa on ilmoitettu kahden rinnakkaisen hapattamisen tulokset ( 1/2 ja 2/2). Eksosakkaridit koostuivat glukoosista. 
Hapatekanta  Sakkaroosin kulutus (%) 1/2 pH Eksosakkaridien pitoisuus (g/l) Sakkaroosin kulutus (%) 2/2 pH Eksosakkaridien pitoisuus (g/l) 
W. cibaria 10M 44,8 3,97 1,4 49,0 3,94 2,2 
W. confusa DSM 20194 69,1 4,11 2,1 67,9 4,15 1,9 
Lb. reuteri FUA 3048 98,6 3,75 2,0 98,4 3,78 2,6 
Lb. reuteri LTH 5448 96,4 3,64 0,7 96,8 3,66 1,0 
Eksosakkaridien saanto, pH ja sakkaroosin kulutus sakkaroosi-maltoosi34-mMRS-liemessä (SM34-mMRS, sakkaroosia 25 g/l, maltoosia 34 g/l) 20 h:n fermentoinnin, 
etanolisaostuksen ja happohydrolyysin jälkeen. Eksosakkaridien pitoisuus ja sakkaroosin kulutus on laskettu alkuperäiseen SM34-MRS-kasvatusliemeen nähden. pH on mitattu 
kasvatusliemestä hapattamisen ja sentrifugoinnin jälkeen. Taulukossa on ilmoitettu kahden rinnakkaisen hapattamisen tulokset ( 1/2 ja 2/2). Eksosakkaridit koostuivat glukoosista. 
Hapatekanta  Sakkaroosin kulutus (%) 1/2 pH Eksosakkaridien pitoisuus (g/l) Sakkaroosin kulutus (%) 2/2 pH Eksosakkaridien pitoisuus (g/l) 
W. cibaria 10M 41,0 3,68 4,7 56,2 3,67 4,5 
W. confusa DSM 20194 73,4 3,84 6,4 72,3 3,85 6,2 
Lb. reuteri FUA 3048 93,2 3,4 4,6 94,4 3,38 5,5 
Lb. reuteri LTH 5448 60,4 3,33 2,0 62,8 3,32 2,0 
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Liite 5. Fermentoitujen S-mMRS- ja SM25-mMRS-vellien sokeripitoisuudet ja hapatekannan 
sakkaroosin kulutus fermentoimattoman 0-näytteen pitoisuudesta. 
   S-mMRS-velli   
Hapatekanta Sarja Glukoosi-
pitoisuus 
(g/l) 
Fruktoosi-
pitoisuus (g/l) 
Sakkaroosi-
pitoisuus (g/l) 
Sakkaroosin kulutus 
(%) 
0-näyte  0,0 0,0 24,5  
 W. cibaria 10M 1 0,0 0,9 15,0 38,7 
 2 0,0 0,8 13,6 44,5 
 W. confusa DSM 
20194 
1 0,0 7,1 5,7 76,6 
 2 0,0 8,0 5,8 76,3 
 Lb. reuteri FUA 3048 1 0,0 0,0 0,0 99,8 
 2 0,0 0,1 0,0 99,8 
 Lb. reuteri LTH 5448 1 0,0 0,1 0,5 98,1 
  2 0,0 0,2 0,6 97,7 
 
 SM25-mMRS-velli 
Hapatekanta Sarja Glukoosi-
pitoisuus (g/l) 
Fruktoosi-
pitoisuus (g/l) 
Sakkaroosi-
pitoisuus (g/l) 
Sakkaroosin 
kulutus (%) 
0-näyte  1,6 1,3 20,9  
 W. cibaria 10M 1 0,0 5,3 20,9 0,0 
  2 0,0 4,0 15,9 24,2 
 W. confusa DSM 
20194 
1 0,0 12,6 0,1 99,3 
  2 0,0 11,0 0,3 98,5 
 Lb. reuteri FUA 
3048 
1 0,0 0,1 0,1 99,5 
  2 0,0 0,0 0,0 99,8 
 Lb. reuteri LTH 
5448 
1 3,3 0,0 0,7 96,9 
  2 2,9 0,1 0,8 96,3 
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Liite 6. Fermentoitujen SM34-mMRS-vellien sokeripitoisuudet ja hapatekannan sakkaroosin kulutus 
fermentoimattoman 0-näytteen pitoisuudesta. 
Hapatekanta Sarja Glukoosi-
pitoisuus (g/l) 
Fruktoosi-
pitoisuus (g/l) 
Sakkaroosi-
pitoisuus (g/l) 
Sakkaroosin 
kulutus (%) 
0-näyte  2,0 1,6 19,1  
 W. cibaria 10M 1 0,0 1,9 15,5 18,7 
  2 0,1 2,2 15,5 18,6 
 W. confusa DSM 
20194 
1 0,0 9,7 0,2 98,9 
  2 0,1 9,6 0,0 99,9 
 Lb. reuteri FUA 
3048 
1 2,0 0,0 0,3 98,7 
  2 2,1 0,0 0,2 98,8 
 Lb. reuteri LTH 
5448 
1 4,5 0,0 0,7 96,1 
 2 4,3 0,0 0,8 96,0 
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Liite 7. mMRS-maljakasvatuksia. Kuvissa esitetyt MHB-kannat eivät syntetisoineet eksosakkarideja mMRS-maljoilla. S = sakkaroosi, M = maltoosi, G = glukoosi, F = fruktoosi. 
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Liite 8. Sakkaroosin kulutuksia S-mMRS-liemessä. Hapattamattomasta 0-näytteestä ja hapatetuista liemikasvatuksista mitattiin sakkaroosin pitoisuus (g/l) ja tämän perusteella 
laskettiin sakkaroosin kulutus (%) (n = 2). Sakkaroosin kulutus indikoi bakteerikannan potentiaalia eksosakkaridien tuottajana, jota arvioitiin myös liman tuoton suhteen sakkaroosia 
sisältävällä S-mMRS-petrimaljalla (S-alusta). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hapatekanta Sakkaroosipitoisuus (g/l) sakkaroosin kulutus (g/l) sakkaroosin kulutus (%) Liman tuotto S-alustalla  
W. cibaria 10M 13,7 (±0,7) 10,3 43,0 Voimakas 
W. confusa DSM 20194 8,1 (± 0,3) 15,9 66,1 Voimakas 
W. confusa HAMBI 2672 23,7 (±0,3) 0,3 1,3 - 
W. viridescens HAMBI 270 13,0 (±0,1) 11,0 45,9 - 
Lb. reuteri FUA 3048 0,6 (±0,0) 23,3 97,3 Voimakas 
Lb. reuteri LTH 5448 0,0 (±0,5) 23,9 99,8 Huomattava 
Lb. sanfranciscensis DSM 20451 21,0 (±3,7) 3,0 12,3 - 
Lb. sanfranciscensis LTH 2590 18,6 (±0,3) 5,4 22,5 - 
Lc. Lactis spp. cremoris 20,7 (±0,2) 3,3 13,9 - 
0-näyte 24,0 (±0,1)    
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Liite 9. mMRS-liemien oligosakkaridiprofiileja. 
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Liite 10. Hapatettujen SM25-mMRS-vellien oligosakkaridiprofiilit. 
Kuvassa A Lb. reuteri-kannoilla hapatettujen vellien oligosakkaridiprofiilit, joista Lb. reuteri FUA 3048:n 
profiilissa näkyy selviä malto-oligosakkaridipiikkejä (panoosi, panoosi +1 – 2) ja Lb. reuteri LTH 5448 
profiilissa mahdollisesti erloosia. Kuvassa B ovat Weissella-kannoilla hapatettujen näytteiden 
oligosakkaridiprofiilit, joissa W. confusa DSM 20194:n profiilissa näkyy useita voimakkaita malto-
oligosakkaridipiikkejä. Myös W. cibaria 10M syntetisoi matriisiin malto-oligosakkarideja, panoosia ja 
panoosia yhtä glukoosimonomeeria pidempää tetra-oligosakkaridia (panoosi +1). 0-näyte = hapattamaton 
SM25-velli. 
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Liite 11. Hapatettujen S-mMRS-vellien oligosakkaridiprofiili. 
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